
ANKARA ÜNĠVERSĠTESĠ 

BĠYOTEKNOLOJĠ ENSTĠTÜSÜ 

 

 

TEMEL BĠYOTEKNOLOJĠ 

DOKTORA TEZĠ 

 

NADĠR GÖRÜLEN HEMATOLOJĠK HASTALIKLARDA 

GEN DEĞĠġĠMLERĠNĠN TÜRK POPULASYONUNDA BELĠRLENMESĠ 

 

 

DĠDEM TORUN 

 

 

DanıĢman Öğretim Üyesi 

Doç. Dr. Erkan YILMAZ 

 

 

 

 

Temmuz 

2013



i 

 

 

ETĠK BEYAN 

 

 

 

 

 

Bu tez çalıĢmasının; akademik kural ve etik ilkelere bağlı kalınarak hazırlandığını, 

çalıĢmada yararlanılan ve bu çalıĢma ürünü olmayan bütün bilgiler için kaynak yayınlara 

atıfta bulunulmuĢ olduğunu beyan ederim. 

 

 

 

                                                                   Didem Torun 

  

                                                                   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 ii 

KABUL ONAY 

 

Doç. Dr. Erkan YILMAZ danıĢmanlığında Didem TORUN tarafından hazırlanan bu 

çalıĢma 31.07.2013 tarihinde aĢağıdaki jüri tarafından Temel Biyoteknoloji Anabilim 

Dalı‘nda doktora tezi olarak kabul edilmiĢtir. 

 

 

BaĢkan: Doç. Dr. Erkan YILMAZ                                         Ġmza: …………………….. 

 

Üye:  Prof. Dr. Nejat AKAR                                                 Ġmza: ………………………. 

 

Üye: Yrd. Doç.Dr. Türker DUMAN                                     Ġmza: ………………………. 

 

Üye: Prof. Dr. Ġbrahim HAZNEDAROĞLU                         Ġmza: …………………….... 

 

Üye: Prof. Dr. Namık YaĢar ÖZBEK                               Ġmza: ……………………….. 

 

 

Yukarıdaki sonucu onaylarım. 

……………………………………….. 

Prof. Dr. Aykut ÖZKUL 

Enstitü Müdürü 

 

 

 



 iii 

                                                                ÖZET 

 

Doktora Tezi 

 

NADĠR GÖRÜLEN HEMATOLOJĠK  HASTALIKLARDA 

GEN DEĞĠġĠMLERĠNĠN TÜRK POPULASYONUNDA BELĠRLENMESĠ 

 

Didem TORUN 

 

Ankara Üniversitesi Biyoteknoloji Enstitüsü 

 

                                      DanıĢman: Doç. Dr. Erkan YILMAZ 

 

Nadir görülen hematolojik hastalıkların genel populasyonda görülme sıklığı 1/500000- 

1/iki milyon arasında değiĢmekte olup bu hastalıklar akraba evliliklerinin yüksek olduğu 

toplumlarda önemli klinik ve sosyal sorun olarak kendini göstermektedirler. Nadir görülen 

kanama bozukluklarından etkilenen hastalar potansiyel olarak ciddi yaĢamı tehdit eden 

kanamalar için hafif veya orta Ģiddette kanama eğilimi gösteren farklı klinik belirtilerden 

oluĢan geniĢ spektrum gösterirler. Farklı kalıtım modeli gösteren bu hastalıkların %3-5 ini 

koagülasyon faktörlerinin eksikliği oluĢturmaktadır. 

Bu çalıĢmada nadir görülen hastalıklar kapsamında Türkiye‘nin her tarafından çalıĢma 

konusu kapsamında belirlediğimiz hastalıklar olan pediatrik inme, homosistinüri, 

afibrinojenemi, makrotrombositopeni, FV+FVIII kombine eksikliği ve Glanzmann 

trombasteni hastalarına ait kanlar toplanarak bu kanlardan elde edilen DNAlar hastalıklarla 

iliĢkili genler olan sırasıyla PCI, CBS, FGB, MYH9, ERGIC-53, MCFD2, 

GpIIB(ITGA2B) ve GpIII(ITGB3) genlerinde taranmıĢtır. ÇalıĢmada Türk 

populasyonunda nadir görülen hastalıklarda sık görülen mutasyonların ortaya konması ve 

daha sonraki çalıĢmalarda mutasyon analizi yaparken bu değiĢiklikler öncelikli olarak 

taranarak hem zaman hem de maliyet açısından fayda sağlanması amaçlanmıĢtır. 

ÇalıĢmada literatürde daha önce tanımlanmayan PCI geninde p.S188N, CBS geninde 

855_965ins110, ERGIC-53 geninde 2333delT,  p.R202X,  p.M354A, MYH9 geninde 



 iv 

p.L64A, p.S96A, p.S1195A, p.L1176M,  FGB geninde p.L189P, ITGA2B geninde 

p.S415R, p. G159V, p.V420L, p.T646A mutasyonları saptanmıĢtır. Bu tez çalıĢması Türk 

populasyonunda pediatrik inme ile PCI gen arasındaki iliĢkiyi ortaya koyan ilk çalıĢma 

olması ve  tanımlanmamıĢ olan mutasyonların literatüre kazandırılmıĢ olması nedeniyle 

önemlidir. 

2013, 142 sayfa 

Anahtar kelimeler: Nadir hematolojik hastalıklar, PCI, FGB, ERGIC-53, MCFD2, 

MYH9, ITGA2B, ITGB3, mutasyon, polimorfizm 
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ABSTRACT 

 

Ph.D. Thesis 

 

DETERMINATION OF THE GENE ALTERATION IN PATIENTS WITH RARE 

HAEMATOLOGIC DISORDER AT TURKISH POPULATION 

Didem Torun 

Ankara University Biotechnology Institute 

 

Supervisor: Assoc. Prof. Erkan Yılmaz 

 

Frequency of the rare bleeding disorders (RBDs) in the general population ranges from 

1:500.000 to 1:2 millions. In countries with a high rate of consanguineous marriages RBDs 

occur more frequently, representing a significant clinical and social problem. Patients 

affected by RBDs have a wide spectrum of clinical symptoms that vary from a mild or 

moderate bleeding tendency to potentially serious or life-threatening haemorrhages. RBDs 

are autosomal recessive disorders and representing 3–5% of all the inherited deficiencies of 

coagulation factors. 

Rare diseases with in the scope of this study, blood samples of patients with stroke, 

homocystinuria, FV and FVIII combined deficiency, afibrinogenemia, 

macrothrombocytopenia and Glanzmann thrombasthenia syndrome were collected. 

Genomic DNA was extracted from whole blood by using  standard phenol-chloroform 

method. The genes associated with these diseases PCI, CBS, ERGIC-53, MCFD2, FGB, 

MYH9 and GpIIB(ITGA2B), GpIIIA (ITGB3) were screened respectively. In this study, 

we aimed to reveal the common mutations in rare diseases  at Turkish population. In future 

studies while mutation analysis, these changes screening as a priority  that is intended to 

provide benefits in terms of both time and cost. 

We identified novel mutations: p.S188N at PCI gene, 855_965ins110 at CBS gene, 

2333delT,  p.R202X,  p.M354A mutations at ERGIC-53 gene, p.L64A,  p.S96A,  

p.S1195A,  p.L1176M mutations at MYH9 gene,  p.L189P mutation at FGB gene and 

p.S415R, p. G159V, p.V420L, p.T646A mutations at GpIIB (ITGA2B) gene.   
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Further  comparison of molecular, biochemical and clinical studies will enable to us 

understand how the mutations affect the expression of the genes and so that we may able to 

solve the mechanism of  underlying diseases 

So far,  there is no study demonstrating the relation between PCI gene mutations and 

pediatric stroke.  

2013, 142 pages 

Key words: Rare hematologic diseases, Protein C Inhibitor gene (PCI), Fibrinogen beta 

chain gene (FGB), Endoplasmic reticulum-Golgi Intermediate Compartment (ERGIC-53), 

Multipl Coagulation Factor Deficiency (MCFD2), Myosine Heavy Chain Gene (MYH9), 

Glycoprotein IIB Gene (ITGA2B), Glycoprotein IIIA Gene (ITGB3),mutation, 

polymorphism 
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                            1. GĠRĠġ VE AMAÇ 

 

Tromboz, Virchow tiradı olarak bilinen  damar  duvarı değiĢiklikleri, kan akımındaki 

bozukluklar ve kan yapısındaki değiĢiklikler sonucu oluĢmaktadır. Tromboza eğilim 

oluĢturan durumların çoğu edinseldir. Kalıtsal tromboz  nedenlerine ise nadiren rastlanır. 

Toplumlar arasında farklılık göstermekle birlikte tromboz görülme sıklığı yaklaĢık 1/1000‘ 

dir. Nadir görülen kalıtsal trombozlar kapsamında;  bazı koagülasyon faktörleri (fibrinojen, 

faktör VIII, IX, XI, Trombinle aktive olabilen fibrinoliz inhibitörü-TAFI), afibrinojenemi, 

disfibrinojenemi, plazminojen aktivatör inhibitör-1,  hiperhomosistenemi sayılabilir.  

 

Nadir görülen faktör eksiklikleri otozomal resesif kalıtılan, 500 binde bir ile 2 milyonda bir 

sıklıklarında karĢılaĢılan pıhtılaĢma faktörü eksikliklerini tanımlar. Fibrinojen, FII, FV, 

FV+FVIII, FVII, FX, FXI ve FXIII tüm kalıtsal faktör eksikliklerinin % 3-5‘ini 

oluĢtururlar. Akraba evliliklerinin de yaygın olduğu ülkemizde bu nadir hastalıkların 

görülme sıklığı giderek artmaktadır. 

 

Klinik olarak nadir görülen hematolojik hastalıklar kapsamında yeralan pediatrik inme, 

homosistinüri, FV- FVIII kombine eksikliği, afibrinojenemi, makrotrombositopeni, 

Glanzmann trombastenisi tanısı almıĢ hastalarla yapılan çalıĢmada hastalıklarla iliĢkili olan 

Protein C Inhbitor geni (PCI), Sistationin Beta Sentaz geni (CBS), Endoplazmik Retikulum 

Golgi Intermediate Compartment-53 (LMAN1/ERGIC-53) geni  ve Multipl Koagülasyon 

Faktör Eksikliği 2 (MCFD2) geni, Miyozin Ağır Zincir-9 (MYH9) geni, Fibrinojen Beta 

Zincir (FGB) geni, Glikoprotein IIB geni (ITGA2B / GpIIB) ve Glikoprotein IIIA (ITGB3/ 

GpIIIA) genleri taranarak Türk populasyonunda nadir görülen hastalıklarda sık görülen 

mutasyonların ortaya konması ve daha sonraki çalıĢmalarda mutasyon analizi yapılırken bu 

değiĢiklikler öncelikli olarak taranarak  hem zaman hem de maliyet açısından fayda 

sağlanması amaçlanmıĢtır. Bu amaç doğrultusunda belirlenen hastalıklarda ilgili genlerin 

taraması yapılmıĢtır. (Çizelge 1.1) 
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Çizelge 1.1.  ÇalıĢılan nadir görülen hematolojik hastalıklar ve bu hastalıklara ait genler 

 

  Gen Hastalık 

Protein C Ġnhibitör Geni (PCI)   Pediatrik Stroke (Ġnme) 

Sistatiyonin β Sentaz Geni (CBS) 

 

  Homosistinüri 

Endoplazmik Retikulum- Golgi 

intermediate compartment  

(ERGIC-53) geni / MCFD-2 Geni 

 

  FV-FVIII Kombine Eksikliği 

 

Fibrinojen Beta Geni (FBG) 

 

   Afibrinojenemi 

Myosin Heavy Chain (MYH9)    Dev trombositopeni 

Glikoprotein IIbgeni (ITGA2B) 

Glikoprotein IIIa (ITG3B)Geni 

 

   Glanzmann Trombasteni 

 

 

PCI, CBS, MYH9, FBG, ERGIC-53, MCFD2, GpIIb ve GPIIIa genlerinde görülen 

mutasyonların tanımlanması,  sonraki  çalıĢmalarda kullanılmak üzere bu mutasyonlar için 

bir tanı kitinin  oluĢturulması  tezin  multidisipliner  bir alan olan biyoteknoloji açısından 

da  önemini belirtmektedir. 
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2. KURAMSAL TEMELLER            

2.1. HEMOSTAZ 

Kanın damar içerisinde sağlıklı bir Ģekilde akması hemostatik sistem tarafından sağlanır. 

Normal hemostaz, damar duvarındaki yaralanmayı takiben pıhtı oluĢumu ve doku tamiri ile 

sonuçlanan süreçleri içerir. Damar endotel hücreleri, trombositler,  von Willebrand faktör 

(vWF), doku faktörü, pıhtılaĢma proteinleri, fibrinolitik sistem, antikoagülan proteinler 

hemostaz sisteminin elemanlarını oluĢtururlar (1). Bir damar hasarı olduğunda çözünür 

olmayan trombosit ve fibrin tıkacı oluĢarak kan kaybı önlenir, ardından da damar 

bütünlüğü tekrar sağlanır. Olaylar damar spazmı, trombosit tıkacının oluĢumu, kanın 

koagülasyonu sonucu kan pıhtısının oluĢumu ve fibröz dokunun pıhtı içine doğru 

büyümesiyle damardaki hasarın  kalıcı olarak kapatılması Ģeklinde dört aĢamada 

gerçekleĢir. Hemostazı sağlamak için pıhtılaĢma sistemi, doğal antikoagulanlar ve 

fibrinolitik sistem denge halinde olmalıdır.  Bu dengenin bozulması  anormal tromboz veya 

kanamaya neden olabilir. Hemostaz mekanizması damar bütünlüğü, trombositler ve 

koagülasyon mekanizması olmak üzere üç ayrı bölümden oluĢan bir fonksiyondur. 

Kanamanın durması için bu üç ayrı bölümün de normal fonksiyon göstermesi gerekir. Bu 

fonksiyonlar tek tek ele alınacak olursa; 

 

a.Damar Bütünlüğü: Damarların çeperini çevreleyen endotel hücreleri, hemostaz- 

pıhtılaĢma sisteminin çeĢitli fonksiyonlarını düzenlemektedirler. Bir yandan antitrombosit, 

antikoagülan ve diğer fibrinolitik özelliklere sahip iken diğer yandan pıhtılaĢmayı baĢlatıcı 

fonksiyonları da vardır. Kan damarında bir travma meydana geldiğinde kısa bir süre içinde 

refleks olarak oluĢan vazokonstrüksiyon o damarda kan akımının yavaĢlamasına neden 

olmaktadır. OluĢan bu vazokonstrüksiyondan, vazokonstrüktör bir madde olan 

Tromboksan A2‘i serbestleĢtiren trombositler sorumludur. Süreç içerisinde trombosit tıkacı 

ve kan pıhtılaĢması gerçekleĢmektedir.. Vazokonstrüksiyon küçük kan damarlarında 

kanamayı durdurmak için etkili bir mekanizma olmasına rağmen daha geniĢ damarlarda 

kanama durumunda yetersiz kalmaktadır. Bu nedenle trombosit yapıĢması, kümelenmesi 

ve trombus oluĢumu gibi ek mekanizmalara ihtiyaç duyulmaktadır  (2).  

b. Trombositler:  Primer hemostaz, kapiler kan kaybını durdurmada esas  önceliğe sahip 

olup önceliği vasküler endotel ve trombositlerdir. Megakaryositler  kemik iliğinde  ya da 

kana geçtikten bir süre sonra  özellikle pulmoner kapillerden geçmeye çalıĢırken 

parçalanarak trombositleri oluĢtururlar. Bunlar yuvarlak ya da oval, 2–4 mikron çapında 
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küçük disk Ģeklinde  hücrelerdir. Trombositlerin kanda normal konstrasyonları 150.000- 

400.000 mm
3
/L‘ dir. Yapılan araĢtırmalarda uygun boya ile boyanmıĢ olan trombositlerin 

üç tip granülden oluĢtuğu ortaya konulmuĢtur: Alfa granülünde trombosit kökenli bir 

büyüme faktörü (PDGF), fibrinojen, fibronektin, von Willebrand faktörü (vWF) ve diğer 

pıhtılaĢma faktörleri yer alırken ikinci Ca
++

, adenin nükleotidleri (adenozin difosfat, 

adenozin trifosfat),  iyonize  kalsiyum,  histamin, serotonin (5- hidroksitriptamin) ve 

epinefrin‘in metabolizma dıĢı birikiminin depolama yerini oluĢturmaktadırlar. Üçüncü tip 

granül ise lizozomal granül olup hidrolitik enzimler taĢımaktadır (3). Trombositi 

çevreleyen hücre zarı ise kollajen ve vWF‘e bağlanıp trombositin subendotele yapıĢmasını 

sağlayan glikoproteinleri içerir ki trombosit yüzeyinde en çok bulunan glikoproteinler  bu 

çalıĢmanın konusu içerisinde yeralan integrin ailesinin üyesi olan glikoprotein IIB ve 

IIIA‘dır. Heterodimer olan bu iki glikoprotein fibrinojen, vWF ve fibronektin gibi adhesiv 

proteinler için reseptör görevi yapmaktadır (4).  

 

 c. Koagülasyon Sistemi: Koagülasyon; kanda yeralan birçok protein ile koagülasyon 

faktörlerinin etkileĢimleri sonucu fibrin oluĢumu ile sonuçlanan bir mekanizmadır. Bu 

reaksiyona katılan proteinler fonksiyonel olarak zimojenler (proenzimler), kofaktörler, 

inhibitörler ve fibrinojen olmak üzere dört gruba ayrılmaktadır. 
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2.1.1. PIHTILAġMA FAKTÖRLERĠ 

                     

ġekil 2.1. PıhtılaĢma Faktörleri 

 

 PıhtılaĢma faktörleri dört grup altında sınıflandırılabilir: 

A- K vitaminine bağımlı faktörler                  B. Trombine Duyarlı Faktörler 

1. Faktör II (Protrombin)                                1. Faktör I (Fibrinojen) 

2. Faktör VII                                                   2. Faktör V 

3. Faktör IX                                                     3. Faktör VIII 

4. Faktör X                                                      4. Faktör XIII 

5. Protein C 

6. Protein S 

 

C. Kontakt Faktörleri                                  D. Fosfolipidler ve Kalsiyum Ġyonları 

1. Faktör XII                                           E. Koagülasyon Ġnhibitörleri 

2. Faktör XI 

3. Yüksek Molekül Ağırlıklı Kininojenler (HMWK) 

4. Prekallikrein 

ġekil 2.2. PıhtılaĢma Faktörlerinin Sınıflandırılması  

 

 

2.1.2. PRĠMER VE SEKONDER HEMOSTAZ 
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Primer hemostaz, trombositlerin ve endotel hücresinin aktivasyonu ile gerçekleĢen bir 

süreçtir. Normal koĢullar altında trombositler diğer trombositlerle ya da damar endoteli ile 

etkileĢmeden serbestçe kan damarında dolaĢırlar. Endotelde zedelenme olması durumunda 

pıhtı oluĢumuna neden olan bir olaylar zinciri tetiklenir. Bir damarın zarara uğramasıyla 

birlikte trombositler, subendotelyal kollajen, kapiller bazal membranı, fibroblastlar ve düz 

kas hücreleri gibi damar duvarının birçok elemanı ile temas ederler. Bunların hepsi 

trombosit yapıĢmasına neden olmakla birlikte, içerisinde en kuvvetli uyaran kollajendir. 

Kollajenle temas eden trombositler  adhezyon, sekresyon ve agregasyon olmak üzere bir 

dizi reaksiyona uğrarlar. Bunların tümüne birden trombosit aktivasyonu adı verilir  (5,6). 

Trombositlerin hasar sonucu kollajene yapıĢması ya doğrudan yüzeylerinde yer alan 

glikoprotein Ia/IIa reseptörü aracılığı ile ya da glikoprotein Ib-IX/V kompleksi ile 

megakaryositlerden sentezlenen bir protein olan  von Willebrand faktörü (vWF)‘e 

bağlanmaları ile olur. Trombositlerin subendotelyal kollajene yapıĢmalarının hemen 

ardından Adenozindifosfat (ADP), fibrinojen, fibronektin, TXA2  ve kalsiyum (Ca
++

) 

platelet faktör-4, transforming growth faktör-β salınır. Bunlar içerisinde en önemlisi ADP 

salınımıdır çünkü ADP, trombosit kümeleĢmesini sağlar ve aynı zamanda diğer 

trombositlerden ADP salgılanmasını artırır. ADP‘nin salgılanıp reseptörüne bağlanmasını 

kalsiyumun hızla sitoplazmaya akması, hücre içi kalsiyum depolarının hareketi, Ģekil 

değiĢikliği, adenil siklazın inhibisyonu, inozitol trifosfat (IP3) oluĢumunun uyarılımı, 

glikoprotein IIb/IIIa (GPIIb/IIIa)  ifadesi, fosfolipaz A2‘nin uyarılımı, trombosit 

içeriklerinin salgılanması takip etmektedir (4). Böylece giderek büyüyen  aktif bir 

trombosit kümesinin oluĢmasına yol açarak, kendi kendini yineleyen bir mekanizma 

kurulmuĢ olur. BaĢlangıçta trombosit kümeleĢmesi geri dönebilir niteliktedir, dolayısıyla 

damar duvarındaki hasar geçici bir hemostatik bir tıkaç ile kapatılır. Eğer endotel hasarı 

küçük ise oluĢan bu trombosit tıkacı kanamayı durdurmakta yeterli olabilir ancak daha 

büyük yaralanmalarda koagülasyon proteinlerinin de aktive olduğu sekonder hemostazı 

baĢlatması gerekir (7). 

Sekonder Hemostaz:  Sekonder hemostaz koagülasyon faktörlerinin aktive olmasıyla 

baĢlayıp fibrin oluĢumuyla sonuçlanan bir döngüdür.  Kanın pıhtılaĢmasındaki esas olay, 

çözünebilen plazma proteini olan fibrinojenin kısmen çözünmeyen iplikçikler halindeki 

fibrin proteinine dönüĢmesidir. PıhtılaĢma mekanizması, intrinsik, ekstrinsik ve ortak yolak 

olmak üzere üç sisteme bağlı olarak geliĢir (8). 
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Ekstrensek Yolak: Hızlı ve erken aktive olan bu basamak birçok hücre tipinin integral 

membran proteini olan doku faktörünün (TF) aktivasyonu ile baĢlamaktadır. Doku faktörü 

doğrudan Faktör VII‘e bağlanmakta ve Ca
++

 iyonlarının varlığında  TF hızla FVII‘i FVIIa 

Ģeklinde aktive etmektedir. FVIIa-TF kompleksi,  FIX ve FX‘ un FIXa ve FXa‘ya 

dönüĢümünü tetiklemektedir. Aktive olmuĢ trombositlerin yüzeyi negatif yüklü 

fosfolipidlerce zengindir. PıhtılaĢma sistemi faktörleri ile birleĢerek reaksiyonların 

devamını sağlamaktadırlar. FXa, aktive FV, Ca
++

 ve fosfolipid (protrombinaz kompleksi) 

varlığında protrombin trombin‘e dönüĢtürülmektedir. Trombin ise fibrinojenin fibrine 

dönüĢmesini sağlamaktadır. Trombin pıhtılaĢma sisteminin en önemli enzimidir (9,10).
 

    

Ġntrensek Yolak: :  Ġntrensek yola katılan faktörlerin hepsi dolaĢımda inaktif olarak 

mevcuttur. Bu yolda en önemli rolü Faktör XII oynamaktadır. Faktör XII‘nin endotel 

yüzeyinde, doku bütünlüğü bozulmuĢ bölgeye temasıyla aktivasyon baĢlar. Bu 

aktivasyonda  prekallikrein ve yüksek molekül ağırlıklı kininojenler (YMAK)  önemli rol 

oynar, ve kininojenler Faktör XII aktif serin proteaz formu olan Faktör XIIa‘ya dönüĢtürür. 

Faktör XIIa  ise  Faktör XI‘ yı aktif Ģekli olan FXIa‘ya ve  prekallikreinin aktif Ģekli olan 

kallikreine dönüĢtürür. Ayrıca FXIa,  YMAK kofaktörlüğünde FIX ‗i FIXa‘ ya 

aktifleĢtirmektedir. FIXa ise  FVIII eĢliğinde FX‘u FXa Ģeklinde aktifleĢtirir  (10,11) 

Ortak Yol: PıhtılaĢma yolunun ortak kısmında hem intrensek hem de ekstrensek yolakda 

aktifleĢebilen Faktör Xa, Faktör Va ile birlikte Ca
++

 ve fosfolipidler varlığında protrombini 

(Faktör II) trombine (Faktör IIa) dönüĢtürür. Güçlü bir antikoagülan olan ve profibrinolitik 

olan Protein C‘nin aktivasyonunu sağlayan trombin fibrinojeni fibrine çevirir ve  aynı 

zamanda da fibrin stabilize edici Faktör XIII‘ü aktif Faktör XIIIa‘ ya dönüĢtürerek fibrin 

pıhtısının stabil olmasını sağlar (12,13). 
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ġekil 2.3. Koagülasyon Yolağı 

 

Koagülasyon kaskadı aktivatör ve inhibitörlerle çok sıkı denetlenen bir sistemdir. Bu 

reaksiyonlar devam ederken, pıhtılaĢmayı sadece gerekli bölgeye sınırlamak için doğal  

koagülasyon inhibitörleri devreye girer. Antitrombin, protein C ve protein S değiĢik  

koagülasyon faktörlerinin fizyolojik inhibitörleridir. Diğer yandan fibrinolitik sistem  

global hemostaz sürecinde en az pıhtılaĢma sistemi  kadar önemli diğer bir sistemdir.  Bu 

sistemde fibrin bir serin proteaz olan plazmin tarafından proteolitik  olarak parçalanır.  

Doku sıvılarında ve kanda bulunan beta globulin yapısındaki bir proenzim olan 

plazminojen, bir serin proteaz olan plazmin‘e dönüĢtüğünde fibrinin ilk degredasyonu 

sağlanır. Fibrin, plazminojenin aktivasyonu için bir kofaktör olarak rol oynarken, plazmin 

için de substrat görevi görür (14). Fibrinolitik sistemin, major aktivasyonu endotelyal 

hücrelerden salınan doku plazminojen aktivatörü (tPA) ile olmaktadır. tPA; karaciğerde 

sentezlenen bir serin proteazdır ve fibrine bağlanır. Bu bağlanma plazminojenin plazmine 

çevrilme kapasitesini artırmaktadır (15). 
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2.2. PROTEIN C 

 

PıhtılaĢma sisteminin doğal bir inhibitörü olan,  Faktör XIV olarak da bilinen Protein C 

(PC)‘ nin antikoagülan etkisi ilk kez 1960‘da Seegers ve ekibinden olan Orhan Ulutin 

tarafından tanımlanmıĢtır (16). Protein C ilk kez 1976‘da Johan Stenfelo tarafından sığır 

plazmasından izole edilmiĢ ve Vitamin K‘ya bağımlı 62kD molekül ağırlıklı bir 

glikoprotein olduğu ortaya konulmuĢtur (17). Protein C yapı olarak bir tane gama-

karboksiglutamikasit rezidüsünce (Gla) zengin domain, iki tane epidermal büyüme faktör 

(EGF) domaini, serin proteaz (SP) domaini ve kısa bir aktivasyon peptidinden 

oluĢmaktadır. Fonksiyonu ise Ģu Ģekilde olmaktadır: Gla domainindeki glutamik asit 

rezidülerinin vitamin K bağımlı posttranslasyonel karboksilasyonunun sonucu olarak Gla 

rezidüleri ortaya çıkmıĢtır. Gla residüleri kalsiyumu (Ca
++

)‘u bağlar ve domain katlanır.  

PC aktivasyonu çeĢitli etkileĢimlerle sağlandığında PC‘nin aktivasyon peptidi serbest 

bırakılır ve serin proteaz domainin aktif konformasyonuna dönüĢtürülür (18,19). 

 

 

 

ġekil 2.4. Protein C‘ nin Yapısı  

 

Protein C, trombus formasyonunun kontrolü ve düzenlenmesinde anahtar role sahiptir. 

Karaciğerde sentezlenir ve yarı ömrü 6-8 saattir.  PC, kanda bir antikoagülant serin 

proteaza zimojen olarak bulunmakta ve trombin-trombomodulin kompleksi ile  endotel 

hücrelerin yüzeyinde aktif forma dönüĢmektedir (Aktive Protein C (APC)). Trombin 

trombomoduline bağlandığında oluĢan kompleks serbest olarak bulunan trombinden 1000 

kat daha hızlı protein C ‘i aktive eder (20) . Aktive olmuĢ protein C‘nin temel kofaktörü 69 

kDa molekül ağırlıklı Vitamin K‘a bağımlı bir glikoprotein olan Protein S (PS) dir. 

Karaciğerde sentezlenen ve yarıömrü 42 saat olan PS yapı olarak bir N terminal fosfolipid 

bağlayan Gla domaini, dört EGF-like domaini, bir trombin duyarlı bölge (TSR) ve iki 

laminin G tipi domainlerinden (Lam G) oluĢmaktadır. Negatif yüklü fosfolipit membranlar 

Disülfit bağları 

Serin proteaz 
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için yüksek affiniteye sahip olan PS, APC ile kompleks oluĢturmaktadır. APC, 

pıhtılaĢmayıcı önleyici etkisini kofaktörü ile birlikte negatif yüklü fosfolipit membranın 

yüzeyinde yer alan koagülasyon faktörleri FVa ve FVIIIa‘ı inaktive ederek gösterir. PC, 

pıhtılaĢma sisteminin kontrolünü bu Ģekilde sağlamaktadır. FVa protrombinaz, FVIIIa 

tenaz komplekslerindeki kofaktörlerdir. Bu iki faktöre trombin formasyonunun 

amplifikasyonu için gerek duyulmaktadır ve bu faktörler fibrin oluĢumunu regüle 

etmektedirler. APC, FVa ve FVIIIa‘nın proteolitik degredasyonu ile koagulasyon 

basamaklarının sıralı aktivasyon ve amplifikasyonlarını sınırlandırmaktadır (21). APC 

tarafından FVIIIa‘nın etkin degredasyonu yalnızca protein S‘ye ihtiyaç duymamakta; aynı 

zamanda hem antikoagülant hem de prokoagulant potansiyelli bir protein olan bozulmamıĢ 

FV‘i de gerektirmektedir  (22). 

 

PC sistemi fizyolojik olarak da büyük bir öneme sahiptir. Sistemi etkileyen genetik 

bozukluklar venöz trombozun en büyük riskini oluĢturmaktadır. Aktive protein C direnci, 

venöz tromboz ile iliĢkili en yaygın kalıtımsal koagülasyon defektidir. Bu moleküler defekt 

derin ven trombozlu hastaların % 20- 40‘ında bulunmuĢtur. Aktive Protein C direnci ilk 

kez 1993 yılında tanımlanmıĢtır (23). Aktive protein C, faktör V‘i 506. aminoasit 

lokalizasyonundan böler. Beyaz ırkta bu lokalizasyonda % 90 ihtimalle arjinin aminoasidi,  

% 10 ihtimalle de glutamin aminoasidi bulunmaktadır . Glutamin bulunduğunda faktör V 

aktive protein C‘nin parçalayıcı etkisine 10 kat daha dirençlidir. ĠĢte 506. aminoasit 

lokalizasyonunda arjinin yerine  glutamin aminoasidinin bulunması durumundaki faktör 

V‘e faktör V Leiden (FVL),  faktör V Leiden‘in yol açtığı pıhtılaĢma fenotipine ise Aktive 

Protein C Direnci denilmektedir (24). Bu kiĢilerde hemostatik denge protrombotik sistem 

lehine bozulmuĢ olup, tromboz geliĢimine yatkınlık ortaya çıkmıĢtır. Ülkemizde görülme 

sıklığı % 8 düzeyindedir. Homozigot FV Leiden varlığı tromboz riskini 80 kat arttırırken 

heterozigot formu sadece 3-7 kat artıĢa neden olmaktadır. FV Leiden dıĢında hamilelik, 

oral kontraseptif kullanımı, artmıĢ FVIII düzeyinin aktive protein C rezistansı yarattığı 

bilinmektedir (25). 
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                              ġekil 2.5. Aktive Protein C Rezistansı 

 

Homozigot protein C eksikliği purpura fulminans ile kendini gösterir ve tek genetik faktör 

varlığının klinik önemi yoktur. Heterozigot protein C eksikliği ise otozomal dominant 

geçiĢli olup sağlıklı toplumda 1/200- 1/500 sıklığında bulunmaktadır. Ġmmünolojik ve 

fonksiyonel yöntemlere göre iki  tip protein C eksikliği tanımlanmıĢtır (26) 

Tip I: En sık görülen protein C eksikliği olup bu tip hastaların serumunda protein C 

konsantrasyonu normalin yarısı kadar ölçülmektedir. Bu tip eksiklik hastalarda genetik 

olarak missense (yanlıĢ okuma), nonsense (okuyamama) mutasyonları, delesyon ve 

insersiyonlardan kaynaklanmaktadır. 

Tip II:  Bu tip eksiklikte serum protein C seviyesi normaldir fakat protein C fonksiyonel 

yönden aktif değildir (27). 

 

Akar ve ark.‘larının 2005 yılında yaptığı bir çalıĢmada venöz tromboembolisi olan 

hastaların %2–5‘ inde protein C eksikliği saptanmıĢtır.  Bu sıklığın genç ve tekrarlayan 

vakalarda %10–15‘ e kadar çıktığı ortaya konulmuĢtur.  Kalıtsal PC eksikliğinin sıklığı 

trombozlu vakalarda  %3, populasyonun genelinde ise % 0,2 dir (28). 

 

Edinsel Protein C eksikliğinde ise karaciğer hastalıkları, Ģiddetli enfeksiyonlar 

(meningokoksemi), septik Ģok, ameliyat sonrası dönem, siklofosfamid, metotreksat, 5-

florourasil ve L-asparajinaz tedavisi baĢlıca etkili olan nedenlerdir. 

Ġlk kez endotel hücresinden elde edilen ve klonlanan Endotelyal Protein C Reseptörü 

(EPCR) ise protein C ve aktive protein C‘e yüksek bağlanma affinitesi gösterir. Trombin-

trombomodülin kompleksi varlığında  Protein C, EPCR‘e bağlanarak aktif hale geçer. APC 
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antikoagülan yolu, protein S, kardiolipin ,glukozilseramid gibi çeĢitli faktörler, yüksek 

yoğunluklu lipoproteinler varlığında FVa ve FVIIIa pıhtılaĢma faktörlerinin proteolitik 

aktivasyonunu sağlar. Endotel üzerinden APC‘e bağlı yolakların çalıĢması için EPCR 

gerekmektedir. EPCR, dendritik hücreler ve lökositlerde, akciğer pnömositlerinde, 

nötrofillerde, kalp ve akciğerdeki venler ve arterlerin endotel hücrelerinde eksprese 

edilmektedir (29) . 

 

2.2.1. Protein C Ġnhibitörü (PCI) 

 

Protein C inhibitörü (PCI), serin proteaz ailesinden (SERPINA5) α1 proteaz inhibitiör 

prototipinde bir plazma glikoproteinidir. Ġlk olarak insan plazmasında aktive protein C 

inhibitörü olarak daha sonra ise koagülasyon ve fibrinolizisin inhibitörü olarak 

tanımlanmıĢtır. PCI, idrardan sekrete olur ve ürokinaz tipi plazminojen aktivatörü (uPA) 

ile kompleks oluĢturur.  Bu nedenle plazminojen aktivatör inhibitörü 3 (PAI-3) olarak da 

bilinir (30).  PCI‘ nın heparine bağlanma özelliği vardır ve diğer  proteaz inhibitörleri 

antitrombin (ATIII) ve heparin kofaktör II (HCII) gibi heparin bağlayan serpinler sınıfında 

yer alır. Heparin negatif yüklü glikozaminoglikan olup, mast hücreleri ve az miktardaki  

bazofiller tarafından salgılanmaktadır. Antitrombin III ile kompleks oluĢturarak 

koagülasyon kaskadından trombin, FXIIIa, FXIa, FXa ve FIXa‘ı uzaklaĢtırma görevi 

vardır (31). PCI‘nın bazik rezidüleri ile iliĢki içerisindedir. APC inhibisyonu 5-10 u/ml 

düzeyindeki heparinle sağlanabilmektedir. PCI‘nın tromboz ve fibrinoliziste, 

fertilizasyonun düzenlenmesinde, doku rejenerasyonunda, vasküler permeabilitede, tümör 

geliĢimi, invazyon, metastaz ve anjiyogenezin düzenlenmesinde rol oynadığı bilinmektedir 

(32). 

 

Protein C inhibitörünün Dokularda Ekspresyonu : Ġnsanlarda PCI konsantrasyonu 

plazmada 80-100 nM konsantrasyonunda bulunmaktadır ve karaciğerden köken aldığı 

düĢünülmektedir. Bununla birlikte kadın ve erkeklerde üreme organları, deri, pankreas ve 

böbrekte de sentezlendiği bilinmektedir  (33). Kemirgenlerde PCI nün büyük oranda üreme 

organlarında eksprese olduğu bilinirken yapılan çalıĢmalar fare geliĢimi sırasında PCI 

ekspresyon paternlerini de ortaya koymuĢtur. Buna göre deride, beyin ventriküllerinde, 

kalpte, ürogenital sistemde, iskelet kaslarında ve kıkırdaklarda yaygın Ģekilde PCI 

ekspresyonu olduğu saptanmıĢtır (34). Akciğer geliĢiminde PCI ekspresyonunun görülmesi 

akla PCI‘nin akciğer morfogenez ve anjiyogenezinde rol oynayabileceğini getirmektedir. 
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PCI‘nın, hepatosit büyüme faktörünün aktivatörü üzerinde inhibitör etkisi yaparak doku 

büyüme ve rejenerasyonunda rol oynadığının gösterilmesi büyüme sinyalizasyonu gibi 

hücresel süreçlerde PCI‘ nın önemini ortaya koymaktadır (35). 

 

Tromboz ve Hemostazda PCI:  Protein C, trombinin vasküler endotele bağlanması ile 

aktive protein C (APC) haline dönüĢür. Faktör V geninde nokta mutasyon varlığında aktive 

protein C direnci (APCR) ortaya çıkar. Mutasyon sonucu ortaya çıkan anormal Faktör V, 

faktör V Leiden adını alır. Aktive protein C direnci venöz trombozla iliĢkili en yaygın 

kalıtımsal koagülasyon defektidir. Bu moleküler defekt derin ven trombozlu hastaların 

%20-40‘ında bulunmuĢtur.  

 

Derin ven trombozlu, pulmoner embolili hastalarda APC ve PCI kompleksi ile birlikte α-1 

antitripsin bulunduğu saptanmıĢ, bu da patolojik koĢullar altında protein C sisteminin 

regülasyonunun PCI tarafından olduğunu göstermiĢtir (36).  

 

PCI; koagülasyon enzimlerinin inhibisyonunda antikoagülant, trombin-trombomodulin 

tarafından aktive olan APC-Protein C‘nin inhibitörü olarak ve ürokinazın inhibisyonunda 

antifibrinolitik görevde rol almaktadır. 

 

Fertilizasyonda PCI : In vivo ve in vitro fertilizasyon çalıĢmaları PCI knock-out (genleri 

susturulmuĢ) farelerin spermlerinin normal diĢi farelerin oositlerine bağlanamadığını ve 

fertilizasyonun gerçekleĢemediğini göstermiĢtir. PCI knock-out farelerde yapılan histolojik 

analizler sperm hücrelerinin malformasyona uğradığını, normal olarak gerçekleĢemeyen 

spermatogenezin erkek ürogenital sisteminde bulunan sertoli hücrelerinin zarar görmesiyle  

beklenmeyen proteolitik aktivite ile iliĢkili olduğunu ortaya koymuĢtur. PCI, seminal 

plazmada bulunan bir çok enzimi inhibe etmektedir ama yine de fertilizasyonun spesifik 

aĢamalarında rolü vardır.  

 

Teoride, insan fertilizasyonu ile PCI genindeki mutasyonların bağlantılı olduğu 

düĢünülebilir (37). Ancak Gianotten ve arkadaĢları PCI genindeki varyasyonlarla infertilite 

arasında bir iliĢki bulamamıĢlardır. Bununla iliĢkili, Bungum ve arkadaĢları PCI geninin 6. 

ekzonunda bulunan bir varyasyon ile 5 erkekte invitro fertilizasyon sonrası açıklanamayan 

fertilize kaybı olduğunu ortaya koymuĢlardır (38, 39) . 
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Pulmoner Arteriyel Hipertansiyonda PCI: Tekrarlayıcı pulmoner emboliler ve kalp 

yetmezliğine yol açan pulmoner arteriyel hipertansiyon nadir görülen bir hastalık olup 

sıklığı milyonda bir‘dir. Protein C eksikliği tarafından oluĢturulan fazla pıhtılaĢma 

bozukluğu pulmoner embolizmanın az rastlanan bir sebebidir. Nishii ve arkadaĢları ; PCI 

transgenik farelerle yapılan bir çalıĢmada PCI‘nın trombin inhibisyonu yoluyla pulmoner 

hipertansiyon etkisini azalttığını göstermiĢlerdir (40). 

 

Doku Tamiri ve Rejenerasyonunda PCI:  PCI,  doku tamiri ve rejenerasyonunu 

hepatosit büyüme faktörü aktivatörünün regülasyonunu sağlayarak yapmaktadır. Hepatosit 

büyüme faktörü (HGF) doku rejenerasyonunda proliferasyonu, endotelyal ve epitelyal 

çeĢitli hücre tiplerinin hareketinin stimulasyonunu sağlayarak kritik rol oynamaktadır (35) . 

HGF, hepatositlerde sentezlenmekte ve proHGFA inaktif formu halinde bulunmaktadır. 

Trombin,  proHGFA‘nın HGFA‘a aktivasyonundan sorumludur. PCI, HGFA‘ı enzim-

inhibitör kompleksi oluĢturarak inhibe etmektedir. HGF aktivitörünün inhibisyonu yoluyla 

PCI nın doku rejenerasyonu, tamiri ve yara iyileĢmesinde önemli rol oynaması akciğer 

rejenerasyonu tedavisi için potansiyel bir hedef olabileceğini düĢündürmektedir (41) 

 

Proteomik Hedef olarak PCI: PCI iki tip proteomik analizde: Multipl skleroziste 

potansiyel terapötik hedef ve prostat kanserinde biyomarker olarak incelenmektedir 

(42,43). Ġlk olarak multipl sklerozis lezyon tiplerinde proteinler tanımlanmıĢ; lezyonlar 

akut plak, kronik aktif plak ve kronik plak olarak sınıflandırılmıĢtır. KarĢılaĢtırmalı 

proteomik analizlerde birçok proteinin fonksiyonu tanımlanamamasına rağmen 

koagülasyonda yer alan doku faktörü ve protein C inhibitörünün kronik plakda yer aldığı 

görülmüĢ ve iĢlevselliği kanıtlanmıĢtır. Otoimmün ensefalomiyelitli farelerde hastalığın 

Ģiddeti in vivo deneylerle rekombinant APC veya hirudin  kullanılarak azaltılmıĢtır. Bu 

deney PCI‘nın multipl sklerozis için potansiyel hedef olduğunu ve APC nin de terapötik 

bir seçenek olduğunu düĢündürmüĢtür. PCI nin kanser, kanser geliĢimi ve fertilizasyondaki 

önemli rolü gözününe alınarak prostat kanserinde biyomarker olarak kullanılmasıyla 

iliĢkili yapılan diğer proteomik çalıĢmada PCI peptidinin biyokimyasal mekanizmasının 

tam olarak aydınlatılması için yeni deneylere ihtiyaç duyulduğu sonucuna varılmıĢtır (44) 
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2.2.2. Protein C Ġnhibitör Geni (PCI/ SERPINA5) 

 

PCI, 57kD moleküler ağırlıklı tek zincirli bir glikoproteindir. Ġnsan PCI‘nın primer öncü 

yapısının 5‘ucunda kodlama yapmayan bir bölge, 19 aminoasitlik sinyal peptidi, 387 

aminoasitlik olgun protein, sonlandırma kodonu (stop kodon),  3‗ ucunda kodlama 

yapmayan 839 baz çiftlik bir bölgeden oluĢtuğu bilinmektedir.  

 

Molekül, içerisinde 5 tane glikozilasyon bölgesi içerir: 3 tane Asn-X-Ser/Thr dizileri, 2 

tane Thr/ Ser-X-X-Pro dizileri. Ġnsan PCI  geni  14. kromozomun uzun kolunda 32.1 

(14q32.13) lokalize olan, 45702 Da ağırlığında, 5 ekzon, 4 intron‘dan oluĢan bir gendir 

(45). Gen, 5‘ ucunda transkripsiyon faktörü Sp-2 bağlanma bölgesi, Aktivatör protein (AP) 

bağlanma bölgesi, inverted Ap bağlanma bölgesi gibi çeĢitli cis elementleri içerir ancak 

TATA kutusu ve CCAAT kutusu sekanslarını içermez.  PCI aminoasit dizileri türler 

arasında sırasıyla maymun, sığır, tavĢan, sıçan, hamster ve tavukta %93, %71, %72, %62, 

%63 ve %46 benzerlik göstermektedir  (31).  

 

ÇalıĢmada pediatrik inme tanısı almıĢ hastalarda olası PCI gen değiĢimlerini belirleyerek 

Türk populasyonunda ilk kez PCI ile pediatrik inme arasındaki iliĢkiyi ortaya koymak 

amaçlanmıĢtır.  

 

2.2.3. Pediatrik inme 

 

Ġnme; bir serebral damarın tıkanması sonucu bir infarkt ya da anormal bir damarın 

yırtılması (anevrizma) ya da beyin parankiminde arteriyel yırtılma sonucu spontan kanama 

ile geliĢen bir sendromdur. Dünya Sağlık Örgütü (WHO) ise inmeyi; ani geliĢen, 24 saat 

veya daha uzun süren, ölüme yol açabilen, damarsal kökenli, fokal veya global serebral 

fonksiyon bozukluğu ile oluĢan klinik bulgular olarak tanımlamıĢtır. Ġnme, dünyanın en 

önemli üçüncü büyük ölümcül hastalığıdır (46). Ülkemizde inme sıklığı ve prevalansına 

dair sağlıklı bilgiler bulunmadığı için epidemiyolojik veriler daha çok Batı toplumlarına 

dayanmaktadır. Batı toplumlarında epidemiyolojik veriler toplumların %0.2 sinin her yıl 

inme geçirdiğini göstermektedir (47). Ġnme geçiren kiĢilerin üçte biri ertesi yıl ölmekte, 

üçte biri sakat kalmakta, üçte biri ise kısmen iyileĢmektedir. Toplamda her yıl 660/milyon 

kiĢi inmeden dolayı yaĢamını kaybetmekte, yaĢayan 1300/milyon kiĢi ise inmeden dolayı 

değiĢik derecelerde sakat kalmaktadır.  
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2.2.4. Risk Faktörleri 

 

Ġnme tedavisindeki yeni geliĢmelere rağmen epidemiyolojik çalıĢmalarla risk faktörlerinin 

belirlenmesi tedavi ve koruyucu hekimlik açısından büyük önem taĢımaktadır. 

 

Risk faktörleri değiĢtirilemeyen ve değiĢtirilebilen risk faktörleri olarak kategorize 

edilmektedir. 

 

Tablo 2.1.  Ġnmede risk faktörlerinin sınıflandırılması 

 

I– Değiştirilemeyen Risk Faktörleri 

a) YaĢ 

b) Cinsiyet 

c) Irk 

d) Aile öyküsü 

 

II– Değiştirilebilen Risk Faktörleri 

a) KesinleĢmiĢ Faktörler                                     b) KesinleĢmemiĢ Faktörler 

1. Hipertansiyon                                                       1. Alkol Kullanımı 

2. DeğiĢik derecelerde glukoz intoleransı                2. Obezite 

3. Kalp Hastalıkları                                                  3. Beslenme AlıĢkanlıkları 

4. Hiperlipidemi                                                       4. Fiziksel Ġnaktivite 

5. Sigara                                                                   5. Hiperhomosisteinemi 

6– Asemptomatik karotis stenozu                            6.  Ġlaç Kullanımı ve Bağımlılığı 

7– Orak hücreli anemi                                     7. Hiperkoagülibilite 

                                                                       8. Hormon Tedavisi 

 

Tüm inme tipleri için bağımsız bir faktör olan yaĢ ilerledikçe inme riski artmaktadır. 

Yapılan araĢtırmalarda 55 yaĢından sonraki  her 10 yılda inme riskinin 2 kat artıĢ 

gösterdiğini ortaya koymaktadır (48). 55-64 yaĢlarda yıllık inme insidansı 1.7-3.6/1000 

kiĢi, 65-74 yaĢ arası 4.9- 8.9/1000 kiĢi, 75 yaĢtan sonra 13.5-17.9/1000 kiĢidir (49,50). 

Kadınlarda 55- 64 yaĢ arası inme insidansı erkeklere gore 2-3 kat daha azdır. 85 yaĢına 

doğru ise bu fark azalmaktadır. Genç kadınlarda gebelik ve oral kontraseptif riski 
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artırırken, ileri yaĢlarda olan erkeklerde kardiyovasküler hastalıklar sebebiyle meydana 

gelen erken ölüm neden olarak gösterilmektedir (51). 

 

Hastalık üzerine ırk ve etnik kökenlerin etkisine bakılarak yapılan çalıĢmalarda ise siyah 

ırkta beyaz ırka göre inme insidansının daha yüksek olduğu bulunmuĢtur (52) 

DeğiĢtirilemeyen risk faktörlerinden aile öyküsünün risk faktörü olmasında ise beslenme 

alıĢkanlıkları, benzer yaĢam tarzları, çevresel faktörler ve bazı genetik özellikler rol 

oynamaktadır. Bazı hastalarda metilentetrahidrofolat redüktaz (MTHFR) geninde bir ya da 

daha fazla mutasyon olması kanda homosistein seviyesinin artmasına neden olmaktadır. 

Faktör V Leiden  (FVL)  mutasyonu, protein C, protein S eksikliği ve diğer  faktör  

eksiklikleri  venöz tromboz riskini artırmaktadır. ÇeĢitli koagülasyon faktörleri otozomal 

resesif olarak kalıtılmaktadır ve çocukluk döneminde intranial kanamalara yol açmaktadır. 

Ġnmenin genetik komponentlerini araĢtıran bir çalıĢmaya göre çeĢitli haplotip tipleri ile 

inme arasında iliĢki olduğu ortaya konulmuĢtur ancak henüz patojenik olarak bir mutasyon 

saptanamamıĢtır (53). 

 

DeğiĢtirilebilen risk faktörlerinden; hem iskemik hem hemorajik inme için major risk 

faktörü oluĢturan hipertansiyon da kan basıncı ne kadar yüksekse inme olasılığı da o kadar 

artmaktadır (54). Bir diğer faktör olan sigara ise koagülabilite ve kan viskozitesini artırır, 

fibrinojen düzeyini yükseltir, trombosit agregasyonunu hızlandırır ve kan basıncını 

yükseltir. Hemen hemen tüm inme risk faktörlerinin incelendiği geniĢ ölçekli çalıĢmalarda 

(55) sigara içiminin iskemik inme için kuvvetli bir risk faktörü olduğu, diğer risk 

faktörlerine göre düzeltme yapıldıktan sonra riski yaklaĢık 2 kat arttırdığı ortaya 

konulmuĢtur. Ayrıca sigaranın hemorajik inme riskini de 2 ile 4 kat arttırdığı belirlenmiĢtir. 

Diabetes mellitus inme için bağımsız bir risk faktörüdür ve yapılan çalıĢmalarda diyabet 

mellitus‘un büyük damar aterosklerozunu hızlandırdığı, düĢük ve yüksek dansiteli 

lipoprotein kolesterolleri  üzerine olumsuz etkide bulunduğu ve hiperinsülinemi yoluyla 

aterosklerotik plağı büyüttüğü gösterilmiĢ ve inme için 1.8-6 kat risk getirdiği 

gösterilmiĢtir (56). 

 

Semptomatik ve asemptomatik kardiyovasküler hastalıklar, serebrovasküler hastalıklarla 

güçlü bir iliĢki içerisindedir. Ġskemik inmelerin %15-20 si kalp kaynaklı embolidir. YaĢlı  

kiĢilerde kalp kökenli embolilerin 2/3‘sini oluĢturan en önemli sebep atriyal  

fibrilasyondur. Atriyal fibrilasyon (AF)  en sık görülen aritmidir ve AF‘li hastalarda  yıllık 
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inme oranı %5‘dir. Bununla beraber, bu oran farklı hasta alt gruplarında çok  değiĢmekte 

ve yılda % 0,5-12 arasında değiĢen oranlar görülebilmektedir (57). 

 

Serum lipid bozuklukları koroner arter hastalıkları için kanıtlanmıĢ bir  risk faktörü 

olmakla birlikte iskemik inmeyle iliĢkisi tartıĢmalıdır. Son yıllarda  yapılan çalıĢmalar 

serum kolesterol düzeyi 240–279 mg/dl değerlerinde riskin 1.8;  280 mg/dl üzerinde ise 2.6 

olduğunu göstermiĢ hiperkolesteroleminin iskemik inme riskini artırdığı Ģeklinde sonuç 

vermiĢtir. 

 

Asemptomatik karotis stenoz inmenin sık görülen nedenlerinden biridir. Asemptomatik 

%50-99 karotis darlığı olan kiĢilerde yıllık inme riski %1 ile %3.4 arasında değiĢmektedir. 

Özellikle hızlı progresyon gösteren darlıklarda bu risk stabil darlıklara göre daha yüksektir. 

%75‘ in altındaki darlıklarda yıllık inme riski, %1.3 iken, % 75‘ in üstündeki darlıklarda 

%3.3‘ tür. (58) 

 

Orak hücreli anemiye bağlı inme modifiye edilebilir, yaĢam tarzına bağlı olmayan bir risk 

faktörüdür. Orak hücreli anemi otozomal resesif olarak kalıtılan bir hastalık olup anormal 

gen ürünü değiĢmiĢ bir hemoglobin β zinciridir.. Prevalansı çok düĢük olan bu hastalıkta 

inme riski çok  yüksektir, 20 yaĢına kadar inme prevalansı %11‘‘dir (59) 

 

KesinleĢmemiĢ Risk Faktörlerinden alkol kullanımının inme için risk faktörü olup 

olmadığı miktarıyla orantılıdır. Az miktarda alkol tüketiminin HDL kolesterol artıĢı, 

trombosit agregasyonunda azalma,  fibrinojen azalması gibi mekanizmalarla iskemik inme 

riskini azalttığı öne sürülürken, yüksek miktarlarda alkol tüketiminin hipertansiyon, 

hiperkoagülabilite ve kardiak aritmilerde  artıĢa yol açarak riski artırdığı bilinmektedir  

(60). 

 

Obezite tanım olarak, vücut kitle indeksinin (VKĠ) (kg/metre²)  ≥30 olmasıdır. Ġnme ve 

kardiyovasküler hastalıklarla iliĢkili olarak görülen obezite tipi abdominal obezitedir. 

Özellikle erkeklerde sık görülen abdominal obezite, genellikle hipertansiyon, diyabet ve 

hiperlipidemi ile birlikte olduğundan, inme için risk faktörü olarak kabul edilmektedir  

(61).                                         
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Yapılan araĢtırmalar fiziksel aktivite, diyet ve inme arasındaki iliĢki olduğunu 

göstermektedir. Orta ve yüksek düzeyde fiziksel aktivitenin inme riskini azalttığı bu 

durumun HDL kolesterol seviyesinin artıĢına bağlı olabileceği ortaya konmuĢtur. Konuyla 

ilgili diyette tahıl, sebze, meyve ve balık tüketiminin koruyucu olduğunu gösteren 

çalıĢmalar da vardır (62). 

 

Plazma homosistein düzeyinin 16 mikromol/L üzerindeki değerleri hiperhomosisteinemi 

olarak kabul edilmektedir ve homosistein konsantrasyonu yaĢla birlikte artmaktadır. Bunun 

yanısıra vitamin B12, folik asit ve vitamin B6‘ nın çevresel eksikliği homosistein 

metabolizmasını etkileyerek dolaĢımda serum homosistein seviyesini yükseltir. 

Homosisteineminin inme ile arasındaki iliĢki tam olarak aydınlatılamamıĢtır (63). 

 

 Ġlaç kullanımı ve bağımlılığı ile inme arasında iliĢki olduğu bilinmektedir ve  inmeyle en 

çok iliĢki kurulan madde kokaindir. Amfetamin, eroin gibi diğer maddelere bağımlılığın 

inme riskini (hem iskemik hem de hemorajik) arttırdığı bilinmektedir. Bu ilaçlar  kan 

basıncında değiĢime yol açmakta, embolilere neden olmakta, hematolojik anormallikleri de 

yol açarak, kan viskositesine ve trombosit agregasyonuna öncülük etmektedir (64) 

 

Protein C ve  Protein S eksikliği,  APC rezistansı, antitrombin III eksikliği ve protrombin 

20210 mutasyonu gibi edinsel veya kalıtılmıĢ hiperkoagülibilite durumlarının venöz 

tromboza yol açmakla beraber iskemik inmeyle de iliĢkili olduğu bilinmektedir. Özellikle 

gençlerde antifosfolipid antikorları da tekrarlayan inmelerden sorumludur (65). 

 

Oral kontraseptiflerin inme riski, içeriklerindeki estradiol miktarı ile iliĢkili olup, 50 

mikrogramdan fazla estradiol içeren ilaçlarda bu risk yüksektir (66). 

 

Ġnmeler nöroradyolojik, kardiyolojik, hematolojik ve biyokimyasal tetkikler göz önüne 

alındığında serebral iskemi, intraserebral hemoraji ve subaraknoid kanama olmak üzere üç 

ana grupta toplanmıĢtır. Ġskemik inmeler, tüm inmelerin %80-90‘ını oluĢturmaktadır ve 

doğal inhibitörlerin eksikliğinin de bu klinik tablonun ortaya çıkmasında etkin olduğu 

bilinmektedir. Ġskemik inmelerde aterosklerozun rolünün %27-43 olduğu bildirilmiĢtir 

(67). Beyin dokusunun iskemiye toleransı çok sınırlıdır. Beyini besleyen damarlarda kan 

akımı kesildiği zaman iskemiye hassas bölgelerde çok kısa bir sürede kalıcı hasar meydana 

gelmektedir. Beyin kan akımı normalin %20 sinden daha fazla azaldığı zaman beyin 
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dokusundaki Adenozintrifosfat (ATP) hızla tükenmekte, anoksik depolarizasyon dalgaları 

çıkmakta ve hücre içi Ca
++

 miktarı artmaktadır. Kalsiyum; proteaz, endonükleaz, fosfolipaz 

ve kinaz gibi birçok katabolik enzimin aktivasyonuna neden olurken, mitokondriyumlarda 

ĢiĢme ve fonksiyon bozukluğuna da yol açarak hücrenin enerji kaynağını bozmaktadır. 

Ayrıca oluĢan serbest oksijen radikalleri, nitrik oksit ve peroksinitrit de çeĢitli yollarla 

apoptotik ve nekrotik hücre ölümüne katkıda bulunmaktadır. 

 

Hemorajik (Kanamalı) iskemiler ise kanamanın olduğu anatomik bölgeye göre 

intraserebral ve subaraknoid kanamalar olmak üzere sınıflandırılırlar. Ġnme altgruplarının 

görülme sıklığı subaraknoid kanamalarda %3-10,  intraserebral hemorajide ise %10-15 

olarak bilinmektedir (68). 
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2.3. HOMOSĠSTEĠN 

 

Homosistein (2-amino-4-merkaptobütirik asit), metioninden bir metil grubunun 

ayrılmasıyla ortaya çıkan, proteinin primer yapısında yer almayan kükürtlü bir 

aminoasittir. Ġlk olarak 1932 yılında Butz ve du Vigneaud tarafından tanımlanmıĢtır (69).  

1952 yılında araĢtırmacılar insülin ile ilgili bir çalıĢma yaparken konsantre asit ile 

muamele edilmiĢ metiyoninden bir ara ürün elde etmiĢler ve deney sırasında 

araĢtırmacıların insülinde metiyoninin yokluğunu bilmemeleri ve insülinde bulunan sülfürü 

hesaba katmaları homosisteinin keĢfini sağlamıĢtır.  

 

2.3.1. Homosistein metabolizması  

 

Homosistein, diyetle alınan ve endojen proteinlerden sentezlenen metiyoninden metabolize 

olan thiol‘lü esansiyel bir aminoasittir. Tüm hücrelerde bulunan metiyonin, hem protein 

sentezi hem de S-Adonozilmetiyoninin (SAM) oluĢmasını sağlayan bir maddedir. 

Metiyoninin ihtiva ettiği metil grubu, adenozin 3-fosfat (ATP) ve metiyonin adenozil 

tranferaz enzimleri (MAT I, II, III) ile SAM‘e dönüĢür. SAM organizmalarda baĢlıca metil 

grubu vericisidir (70). Bu dönüĢüm metiyoninin kükürt atomuna ATP‘den bir adenozil 

grubunun bağlanmasıyla gerçekleĢir ve adenozil grubunun aktarılmasıyla kükürt atomu 

pozitif yük ile yüklenir. Bu durum sonucunda kükürt oldukça reaktif bir duruma geçerek 

içerdiği metil grubu akseptör, substratlarca kolayca transfer edilir ve sonucunda S-

Adenozil Homosistein (SAH) oluĢur. Bu molekül de daha sonra adenozin ve homosisteine 

hidrolizlenir (70).   

Homosistein kofaktör olarak vitamin B12 (kobalamin) kullanılırsa remetilasyonla tekrar 

metiyonine veya vitamin B6 kullanılırsa transsülfürasyonla sisteine olmak üzere iki yolla 

metabolize olmaktadır. Remetilasyon yolunda homosistein kofaktör olarak vitamin B12‘nin 

substrat olarak da 5-metiltetrahidrofolatın (5-MTHF) kullanıldığı ve metiyonin sentaz 

(MS) enziminin görev yaptığı bir reaksiyonla metillenir ve metiyonine tekrar dönüĢür. Bu 

metabolik yolun substratı olan 5-MTHF termolabil MTHFR enziminin katalizlediği bir 

reaksiyonla metilentetrahidrofolat (MTHF)‘tan sentezlenir. Transsülfürasyon yolunda ise 

homosistein, kofaktör olarak vitamin B6'yı (pridoksin) kullanan sistationin beta sentaz 

(CBS) enzimi aracılığıyla sistationine çevrilir. Sistationin ise vitamin B6'nın 

kofaktörlüğünde sistationinaz enzimi ile sistein ve α-ketobutirata çevrilir, α-ketobutirat ise 

2-metilsitrik asit ve metilmalonik asite parçalanır (71). 
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                  ġekil 2.6. Homosistein metabolizmasında yer alan yolaklar 

 

Homosistein metabolizması, karıĢık görünmesine rağmen oldukça düzenli bir feed back 

mekanizmasına sahiptir. Eğer metiyonin dengesi bozulmuĢsa ve SAM düĢük 

konsantrasyonda bulunuyorsa, homosistein öncelikle metiyonin oluĢumu için metiyonin 

sentaz (MS)‘in  görev aldığı remetilasyon yoluna yönelir. Homosistein düzeyi 

yükseldiğinde ise S-Adenozil homosistein miktarı artar. Çok sayıda metabolik etkilere 

sahip olan SAH, farklı bağlanma bölgelerinde SAM ile rekabet içindedir ve bu özelliği ile 

metilasyonu engelleyebilir. Bu sebepten araĢtırıcılar, SAM/SAH oranı metilasyon 

döngüsünde indikatör olarak görev alabileceğini düĢünmüĢlerdir (72). MTHFR enziminin 

katalizlediği bir reaksiyon sonucu oluĢan metilentetrahidrofolat ise metiyoninin 

homosisteine dönüĢümünde MS için substrat olması nedeniyle önemli bir iĢleve sahiptir.  

 

Ġnsan plazmasında, homosistein birkaç formda bulunur. YaklaĢık %70-80‘i temel olarak 

albümine olmak üzere proteinlere disülfid bağları ile bağlıdır. Geri kalan homosistein 

oksitlenerek dimerler (homosistin) veya sisteinle birleĢerek mikst disülfidler oluĢturur. 

Total plazma homosistein komponentleri ve yüzdeleri Çizelge 1.2‘de verilmiĢtir (Ueland et 

al,1993). Homosistein, çok küçük bir oranda (<%1) dolaĢımda serbest olarak bulunur. 

Toplam homosistein bütün bu serbest ve bağlı biokimyasal homosistein türlerinin 

toplamını tanımlar. Pekçok araĢtırmada, sağlıklı yetiĢkinlerde total homosistein 

konsantrasyonu plazmada 5-15 μmol/L, serumda ise 13-18 μmol/L olarak tespit edilmiĢtir. 

Pediatrik hastalardaki normal değeri 3.7-10.3 μmol/L‘dir (73,74).  
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Koroner, serebrovasküler ve periferal vasküler hastalıklı bireylerde genellikle hafif bir 

homosisteinemi gözlenmektedir (12-25 μmol/L). Buna karĢılık eğer renal fonksiyon 

bozulursa ya da birey renal hastalığın son safhasındaysa, total homosistein orta seviyedeki 

konsantrasyonlara eriĢebilir (25-50 μmol/L). Daha üst sınırlardaki homosistein düzeyi ise 

(50-500 μmol/L) hiperhomosisteinemiye neden olmaktadır (75). 

 

Çizelge 2.1. Total plazma homosistein komponentleri ve yüzdeleri 

 

 

 

 

2.3.2. Homosistein Düzeyini Etkileyen Faktörler 

 

Homosistein düzeyinin değiĢimi kiĢisel özellikler, yaĢam tarzı, geçirilen hastalıklar, 

kullanılan ilaçlar gibi birçok fizyolojik etmenden kaynaklanacağı gibi genetik kökenli de 

olabilir. 

 

a. KiĢisel özellikler: YaĢ, cinsiyet ve sigara kullanımı gibi etmenler sayılabilir. Kadınlar,               

erkeklerden daha düĢük homosistein düzeyine sahiptir ve bu düzey yaĢla birlikte artar. Bu, 

kısmen vitamin durumuna bağlıdır; fakat cinsiyet hormonlarının etkisinden de ileri 

gelebilir. Plazma homosistein seviyeleri kadınlarda menapozdan sonra artar. Bu da 

erkeklerle karĢılaĢtırılan kadınlarda yaĢla ilgili artıĢı açıklayabilir. AĢırı sigara, alkol ve 

kafeinli kahve içen kiĢilerde homosistein düzeyi yükselirken fizyolojik aktivite ile bu 

düzey düĢmektedir. Bu tür hayat tarzı faktörlerinin etkisi kadınlarda erkeklerden daha 

belirgindir. Kronik alkoliklerde, etanolün vitamin durumunu etkilemesi sonucu 
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homosistein düzeyi artarken; orta derecede etanol tüketenlerde homosistein düzeyi 

düĢmektedir. (76) 

 

b. Klinik Hastalıklar ve Kullanılan Ġlaçlar: Kronik böbrek yetmezliği, akut lenfoblastik 

lösemi ve diyabet hastalığı olan bireylerde yüksek homosistein düzeyi yapılan 

araĢtırmalarla gösterilmiĢtir. Diyetle alınan vitamin B6, B12 ve folat düzeyi ile homosistein 

düzeyi  de ters orantılıdır. Kullanılan metotreksat (dihidrofolat redüktaz inhibitörü), 

Fenitonin ve karbamezapin (folat antagonistleri), Nitrik oksit (vitamin B12 antagonisti), 6-

azouridin triasetat (vitamin B12 antagonisti) türevi ilaçların da homosistein düzeyine olan 

etkileri bilinmektedir. 

c. Genetik Faktörler: Homosistein metabolizmasını oluĢturan temel yolaklar olan 

transsülfürasyon ve remetilasyon yollarındaki enzimatik anormallikler konjenital veya 

kazanılmıĢ olabilir. Homosistein metabolizmasında rol oynayan sistatiyonin ß sentaz 

(CBS), metilentetrahidrofolat redüktaz (MTHFR), Metiyonin sentaz (MS) gibi enzimlerin 

kalıtımsal defektlerinde hiperhomosisteinemi görülebilmektedir. 

Homosistein düzeyinin dengelenmesi remetilasyon yoluyla olabildiği gibi CBS enziminin 

görev aldığı transsülfürasyon yolu ile de sağlanır. CBS enziminin katalizlediği reaksiyonla 

homosistein sisteine indirgenir. CBS enziminin aktivitesinin azalması baĢlıca üç tip 

hastalıkla iliĢkilendirilir. Birincisi homozigot olarak görülen CBS eksikliğinin sebep 

olduğu homosisteinüri (77), ikincisi CBS‘deki kısmi bir eksiklik ise hafif seyreden 

hiperhomosisteinemi ve sonucunda aterosklerozise sebep olması (78) üçüncü olarak enzim 

eksikliğinden kaynaklanan down sendromunun görülmesidir (79) 

 

2.3.3. Homosisteinüri 

Homosisteinüri ilk kez 1962 de Carson, Neil, Garritson ve ark.‘ları tarafından tanımlanmıĢ 

konjenital metabolik bir hastalıktır (80). Görülme sıklığı canlı doğumda 1/100.000- 

200.000  olan bu nadir hastalık, sistatiyonin ß-sentaz (CBS), metilen tetrahidrofolat 

redüktaz (MTHFR) ve metiyonin sentaz (MS) enzimlerinin eksikliği ile ortaya çıkmakta ve 

otozomal resesif bir mekanizmayla kalıtılmaktadır. Homosisteinürinin görülme 

nedenlerinden en önemlisi homosisteinin ve sistatiyonine dönüĢümünü sağlayan CBS 

enziminde eksikliktir. CBS eksikliği genetik olarak heterojen olup homozigot CBS 
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eksikliği daha sık görülmektedir. Homozigot CBS eksikliği olan bireylerde 

transsülfürasyon yoluyla homosistein katabolizması bozulmuĢtur. Vücut sıvılarında 

metiyonin, homosistein birikirken, sistein ve sistin miktarı azalmaktadır (81) 

 

Homosisteinürinin nadir formları ise homosisteinin remetilasyonunda bozulma, kobalamin 

metabolizmasındaki hatalar ve belki de en önemlisi Ģiddetli MTHFR defektleri sonucu 

ortaya çıkmaktadır. Homosisteinin remetilasyon döngüsünde görevli olan MTHFR enzimi 

5,10 metilentetrahidrofolatı (5,10-metilenTHF) geri dönüĢümsüz olarak 5-metil 

tetrahidrofolata (5-metil THF) dönüĢtürür. 5-metil THF ise DNA metilasyonu ve 

metiyonin sentezi için metil grubu sağlar. MTHFR geninde meydana gelen bir mutasyon 

enzim aktivitesini azaltmakta, azalan MTHFR aktivitesi 5- metil THF düzeyinin 

azalmasına neden olmakta ve  5,10- metilen THF miktarı ile plazma homosistein düzeyi 

artmaktadır (82). 

MTHFR geninde en sık görülen C677T mutasyonu genin 677. nükleotidinde Sitozin yerine 

Timin bazının gelmesi sonucu Alanin aminoasidinin Valine dönüĢmesiyle ortaya 

çıkmaktadır. Bu mutasyon enzim aktivitesinde azalmaya, termolabiliteye ve folat 

metabolizma bozukluklarına neden olarak orta (15-30 μmol/L) veya daha yüksek (30-100 

μmol/L) hiperhomosisteinemiye neden olmaktadır. Yine aynı Ģekilde bu gende görülen 

bazı mutasyonlar, enzimde inaktivasyon oluĢturarak, kardiyovasküler ve serebrovasküler 

hastalıklar için önemli bir risk faktörü olan hiperhomosisteinemi ve homosisteinüri 

oluĢmasına neden olmaktadır (83, 84).  

CBS enzim eksikliğinden kaynaklanan homosisteinüri yüksek dereceli miyop, lens 

kayması gibi defektlerle gözü, osteoporoz, marfanoid özelliklerle iskelet sistemini, erken 

aterosklerozis ve trombolizm ile vasküler sistemi ve mental retardasyon, psikolojik 

rahatsızlıklarla merkezi sinir sistemi olmak üzere dört major organ sistemini 

etkilemektedir.  

 

Homosistein‘in endotelyal disfonksiyona, düz kas proliferasyonuna, ekstrasellüler matriks 

proliferasyonuna, lipid oksidasyonuna, sitotoksisiteye veya koagulasyon ve trombositlere 

etkisi sonucu vasküler hasara neden olabileceği ileri sürülmüĢtür (77,85) 

 

Homosistein faktör XII ve faktör V‘in aktivitelerini hızlandırıp protein C‘nin 

aktivasyonunu baskılayarak endotelin normal antitrombotik özelliğini değiĢtirmektedir. 



 26 

Aynı zamanda endotelde heparan sülfat ve trombomodulin salınımını baskılarken doku 

faktörü salınımını uyaran homosistein, trombin oluĢumunu hızlandıran protrombotik bir 

ortam yaratmaktadır.  

 

 Tsai ve ark‘.ları hiperhomosisteineminin direkt olarak vasküler endotel hücrelerinde 

hasara neden olabileceğini, endotelin antikoagulan özelliğini prokoagulana 

dönüĢtürebildiğini ve in vitro düz kas hücrelerinde proliferasyona neden olabileceğini 

göstermiĢlerdir. Homosistein, vasküler düz kas hücrelerinde mitogeneze ve sitotoksik 

etkiye de neden olabilmektedir (86) 

 

2.3.4. Sistationin B Sentaz (CBS) Geni 

 

1984 yılında Skavby ve ark.‘ları tarafından insan ve hamster hibritlerinde yapılan çalıĢma 

sonucu  CBS geninin pridoksal 5‘ fosfat (PLP) enzim ailesinin üyesi olduğu tespit 

edilmiĢtir. 1986 yılında Kraus ve ark.‘ları yaptıkları in situ hibridizasyon deneyleriyle bu 

çalıĢmayı desteklemiĢlerdir. CBS, homotetromer olan 63 kDa‘lık dört monomerden 

oluĢmuĢtur ve bu monomerler 551 amino asit uzunluğunda ve üç ana yapıdan meydana 

gelmiĢtir. 63 kDa‘lık tetramer sentezlenip proteolitik aktiviteye uğrayarak 45 kDa‘a 

indirgenir. Enzimin 45 kDa‘lık aktif çekirdek bölgesi Glu 37‘den Arg 413‘e kadar 

uzanmakta ve PLP ile bağlı olarak bulunmaktadır. Bitki ve bakterilerden izole edilen 

CBS‘in bu 45 kDa‘lık aktif bölgesi evrim boyunca enzimin en çok korunmuĢ kısmıdır. 

Bundan dolayı diğer enzimlerle benzerliğin olduğu kısım enzimin aktif bölgesidir.  

 

 

 

ġekil 2.7. CBS yapısı 

 

Hem bağlanma 

domaini 

 Katalitik Domain  Regülatör Domain 
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CBS geni 21. kromozomun uzun kolunda lokalize (21q22.3) olup 17 ekzondan oluĢmakta 

ve 551 aminoasit kodlamaktadır. CBS geninde bir çok DNA dizi tekrarları ve tek 

nükleotidlik baz değiĢimleri bulunmaktadır. Günümüze kadar gende 168 mutasyon 

tanımlanmıĢtır ve bu mutasyonların 107 tanesini missense (yanlıĢ anlamlı)  mutasyonlar 

oluĢturmaktadır (Human Gene Mutation Database-HGMD). 1985‘te Mudd ve arkadaĢları 

sülfür amino asit metabolizması üzerine yaptıkları çalıĢmada CBS mutasyonlarının en çok 

görülen enzim eksikliği olduğunu göstermiĢlerdir. 
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ġekil 2.8.  CBS geninde tanımlanan mutasyonlar (Kraus ve ark‘larının yaptığı çalıĢmadan 

alınmıĢtır (87). 
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Gende 8. ekzonda yeralan 833T>C değiĢimi, 7.intronun 3‘ucu ile 8.ekzonun 5‘ ucu 

arasında tanımlanan 68 bç‘lik insersiyon (844ins68) en sık rastlanan mutasyonlardır. 68 

bç‘lik insersiyonun 53 nükleotidi 7.intronda , 15 nükleotidi ise 8.ekzonda yeralmaktadır. 

Ġnsersiyon iĢlevsiz bir proteinle sonuçlanan terminasyon kodonunu oluĢturmaktadır. 

CBS844ins68 mutasyonunun enzim aktivitesini etkileyerek homosistein düzeyini azalttığı 

tespit edilmiĢtir (88,89). Bu sebeple mutasyonun vasküler tromboembolik hastalıklara karĢı 

koruyucu bir etkisi olduğu düĢünülmüĢtür. AraĢtırmacılar bu mutasyonun cis konumunda 

833T>C değiĢimi ile beraber bulunduğunu saptamıĢ ve bu durumu T833C/844INS68 

olarak rapor etmiĢlerdir. Franchis ve ark. (2000) yaptıkları çalıĢmada 68 bç‘lik 

insersiyonun MTHFR 677 C>T mutasyonuyla beraber bulunmasının venöz ve arteriyel 

oklüzif hastalıklara yol açtığını bulmuĢlardır. 

 

Ülkemizde yapılan çalıĢmalarda Karaca ve ark‘ları 11 ailede homosistinüri tanısı almıĢ 13 

hasta ile yaptıkları çalıĢmada 12 mutasyon bulmuĢlardır, bu mutasyonlardan 3 tanesi 

(p.D281V, p.L251P, IVS-2A>T) ilk kez tanımlanmıĢtır. Ekzon 7, 8 ve 10 da tanımlanan bu 

mutasyonların CBS enziminin katalitik domaini etkilediği gösterilmiĢtir (90). 
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2.4. FAKTÖR V+FAKTÖR VIII KOMBĠNE EKSĠKLĠĞĠ 

 

Nadir faktör eksiklikleri otozomal resesif kalıtılan,  1/500000-1/2 milyon sıklığında  

karĢılaĢılan pıhtılaĢma faktörü eksikliklerini tanımlar. Fibrinojen, FII, FV, FV+FVIII, 

FVII, FX, FXI ve FXIII tüm kalıtsal faktör eksikliklerinin % 3-5‘ini oluĢturmaktadırlar. 

Kombine FV+FVIII eksikliği ise milyonda bir görülen kanama bozukluğu olup konuyla 

ilgili 2009 verilerine göre dünyada 50, ülkemizde 22 olgu tanımlanmıĢtır (91,92). 

 

Faktör V (FV), pıhtılaĢma sistemindeki en önemli proteinlerden biridir. Megakaryositler ve 

lökositler tarafından üretilmekte olup trombositlerin, endotelyal hücrelerin ve monositlerin 

yüzeyinde bulunmaktadır. FV tek zincirli glikoprotein yapısında, plazma konsantrasyonu 

4-10 ng/mL olup moleküler ağırlığı yaklaĢık olarak 330.000 kDa dur. FV eksikliği olan 

hastalarda  plazma ve trombositlerde FV aktivitesi ya yoktur ya da azalmıĢtır. Faktör X 

tarafından aktive olan FV, protrombinin trombine dönüĢmesini sağlayan önemli bir 

kofaktördür. FV azlığında veya yokluğunda trombin oluĢumu yavaĢlayarak fibrin oluĢumu 

gecikir ve defektif olur. FV, Faktör Xa, Ca
++

 ve fosfolipid beraberce protrombinaz 

kompleksini oluĢtururlar. FV‘in %80‘i plazmada bulunurken %20 kadarı da trombositlerde 

bulunur. FV‘in ana rolü trombositlerin yüzeylerinde protrombinaz kompleksi oluĢumuna 

katılmak ve katkıda bulunmaktır (93). 

 

FV geni X kromozomu üzerinde lokalizedir ve 25 ekzon içermekte olup 2757 aminoasidi 

kodlamaktadır. Ġnsan ve fare Faktör V geni üzerinde yapılan çalıĢmalar sonucunda değiĢik 

mutasyonlar belirlenmiĢtir. Bunlar içerisinde en sık görüleni Faktör V (G1691A) ve Faktör 

V (H1299R)  mutasyonlarıdır. Her iki mutasyon da aktive edilmiĢ protein C  rezistansıyla 

iliĢkili olarak tromboza eğilimi arttırmaktadır (94,95). Faktör V (FV) eksikliği ilk defa 

1947‘de Owren tarafından rapor edilmiĢ olup Parahemofili olarak adlandırılmıĢtır. 

Otozomal resesif kalıtımla nesilden nesile taĢınmaktadır. Faktör V eksikliği trombotik 

bozukluklara yol açabildiği gibi hemorajik  durumlara da yol açmaktadır (96). 

A.Hemorajik Durumlar: Homozigot Faktör V eksikliği, Heterozigot Faktör V eksikliği, 

Kombine   faktör V ve faktör VIII eksikliği ve Faktör V eksikliğinin yol açtığı diğer 

durumlar (kombine hemofili ve APC rezistansı) olarak sınıflandırılmaktadır.  

 B. Trombotik Durumlar: Homozigot APC rezistansı, Heterozigot APC rezistansı, 

Heterozigot Faktör V eksikliği ve Heterozigot APC rezistansının kombinasyonu ve diğer 
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trombotik kombinasyonlar (APC rezistansı ve plazminojen eksikliğinin kombinasyonu) 

olarak sınıflandırılmaktadır. 

 

FVIII pıhtılaĢma sisteminde yeralan kendi baĢına proteolitik etki göstermeyen, 

fosfolipitlere ve Faktör IX‘a bağlı bir kompleksin yapısında Faktör X‘un aktivasyonunu 

hızlandıran bir kofaktördür. 

 

 Ġnsan Faktör VIII geni  1984 yılında Gitschier ve ark.‘ları tarafından klonlanmıĢtır ve 

186000 bç büyüklüğünde bilinen en büyük genlerden birisidir. X kromozomunun uzun 

kolu üzerinde Xq28 pozisyonunda lokalize olmakta ve 26 ekzondan oluĢmaktadır. Faktör 

VIII dizisi 2332 aminoasitlik öncül bir proteini kodlamaktadır 14. ekzon  bütün genin 

yaklaĢık % 40‘ını oluĢturmaktadır. FVIII‘in ekzonları arasında yer alan intronların 

büyüklüğü ise 200 bç (intron 17)  ile 32,4 kb  (intron 22) arasında değiĢmektedir. Ġntron 

22,  FVIII geni içerisindeki en büyük intron olmasının yanı sıra özel yapısıyla da önem 

taĢımaktadır.  Ġntronda  FVIIIA ve FVIIIB olarak adlandırılan iki ek transkript 

bulunmaktadır ve FVIII proteininin yapımında rol almamaktadırlar.  FVIIIA  introna sahip 

değildir ve transkripsiyonu FVIII geninin tersine yönde olmaktadır ve her ikisinin 

kodladığı proteinlerin fonksiyonları henüz bilinmemektedir (97). 

 

 FVIII proteini kendini tekrarlayan domainli bir yapıya sahiptir. (A1-A2-B- A3-C1-C2) ve 

bu domainli yapı  FV ile benzerlik göstermektedir. FV ve FVIII‘in ağır ve hafif 

zincirlerinin % 40‘ı identiktir. 

 

 

ġekil 2.9.  FV ve FVIII Domain Yapısının KarĢılaĢtırılması (Ohloff, 2001) 

 

FVIII‘ in kalıtsal olarak eksikliği sonucu genetik geçiĢ gösteren ömür boyu süren kronik 

komplike bir pıhtılaĢma bozukluğu olan hemofili A  meydana gelir. FVIII geni içerisindeki 

değiĢik mutasyonlardan kaynaklanan hastalık bütün dünyada ve değiĢik ırklarda 1/10000 

ortaya çıkmaktadır. Hemofili A hastası olan bireyler kanın pıhtılaĢmasında rol oynayan 
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FVIII proteininin kanda ya normal düzeyinin altında olması ya da tamamen yok 

olmasından dolayı normal bireylerde görülenden daha uzun bir pıhtılaĢma süresi 

göstermektedirler. Bu bireylerde asıl sorun dıĢ kanamalardan çok eklem yerlerinde, 

kaslarda ve yumuĢak dokularda meydana gelen iç kanamalardır. Faktör VIII geni ile 

hemofili A hastalığının bağlantısı açıkça ortaya konmuĢtur. Plazmadaki normal faktör 

düzeyleri %50-150 arasında değiĢir. Faktör düzeyi %0-1 arası olanlar ağır hemofili ; %1-5 

arası olanlar orta hemofili; %5-30 arası olanlar ise hafif hemofili olarak 

değerlendirilmektedir. Antonorakis ve ark.‘larının yaptığı çalıĢmada hemofili hastalarının 

yaklaĢık %2‘ lik bölümünde FVIII geni içerisinde mutasyonlara rastlanmamıĢtır. Bu durum 

hemofili A hastalarında hastalığa yol açan baĢka lokusların varlığını gündeme 

getirmektedir (98). 

Faktör V ve Faktör VIII kombine eksikliği (F5F8D) otozomal resesif geçiĢ gösteren orta 

derecede kanamalara yol açan bir hastalıktır. Bu hastalık ilk defa 1954 Oeri ve ark.‘ları 

tarafından tanımlanmıĢtır.  Milyonda bir görülen bu hastalığın kadın ve erkeklerde görülme 

sıklığı eĢittir. Akraba evliliklerinin daha çok görüldüğü Ortadoğu ülkelerinde prevalansı 

yüksektir. Bu hastalık olguların çoğunda faktör V ve faktör VIII‘in eksikliğinden çok, 

“Endoplasmik retikulum–Golgi intermediate compartment” (ERGIC-53) isimli hücre içi 

taĢıyıcı proteinin eksikliği sonucu ortaya çıkar. Etkilenen homozigotlarda faktör V ve VIII 

düzeyi  %5–30 arasındadır. ERGIC-53 lektin aktivitesine sahip hekzamerik bir membran 

proteini olup Faktör V ve Faktör VIII koagülasyon faktörleri ile kathepsin C ve Z‘i içeren 

glikoproteinlerin endoplazmik retikulumdan (ER) golgiye transportunda  rol oynar 

(99,100).  
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2.4.1.  ENDOPLAZMĠK RETĠKULUM-GOLGĠ INTERMEDIATE 

COMPARTMENT (LMAN1) GENĠ 

                           

                          ġekil 2.10. ERGIC-53 ün rol aldığı yolak   

 (AC: ileriye taşınım, ERES: ER çıkış bölgesi, FC:hızlı taşıyıcı, MT: mikrotübül, RC: 

geriye taşınım, TE: taşınımı sağlayan yapı) 

 

ERGIC-53 (LMAN1);  ER‘a glikoproteinlerin translokasyonundan sorumlu bir sinyal 

peptidine sahiptir. Bu peptid luminal, transmembran ve kısa sitoplazmik domain olmak 

üzere toplam 510 rezidüden oluĢmaktadır.  Luminal domain N- terminal karbonhidrat 

tanıma domaini (CRD)(31-285. rezidüler arası) ve membran proksimal α helikal domain 

(290-460. rezidüler arası) ve uç kısımda yeralan domain olmak üzere üç kısımdan 

oluĢmaktadır (100). 

 

         

            ġekil 2.11. ERGIC-53 domain yapısı 
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ERGIC-53‘de C terminal ucunda yer alan lizin ve fenilalaninden oluĢan 

507LysLysPhePhe510  dizisi  ER‘ daki sinyalleri düzenlemede iĢ görmektedir. Hauri ve 

ark.‘ları yönlendirilmiĢ mutagenez ile bu iki fenilalanin rezidüsünün ERGIC-53 vasıtasıyla 

koagülasyon faktörlerinin  ER‘den çıkıĢını sağladığını göstermiĢlerdir. Bu sinyaller 

luminal ve transmembran domainlerinin ERGIC-53 de intraselüler trafiği sağlamada 

birlikte çalıĢmasını sağlamaktadırlar (101).  Vollenweider ve ark.‘ları ise yaptıkları bir 

çalıĢmada rekombinant mutant ERGIC-53 de difenilalanin motifi yerine AlaAla motifini 

getirmiĢler bu mutantın  ER‘ da birikimi ve geridönüĢümü engellediğini görmüĢler ve 

endojen normal ERGIC-53 üzerindeki dominant negatif etkiyi göstermiĢlerdir. ġimdiye 

kadar dilizin ve difenilalanin rezidülerinin uzaklaĢtırılmasıyla meydana gelen erken 

sonlanma ile iliĢkili sekiz mutasyon tanımlanmıĢtır (102). 

 

ERGIC-53 geni ‗‘Lektin Mannose Binding Protein‘‘ (LMAN1) olarak da bilinir. Bu gen 

18. kromozomun uzun kolunda 18q21 de lokalize olmuĢtur ve 13 ekzon içermektedir. 

Günümüze kadar 47 tane mutasyon tanımlanmıĢtır ve bunlardan en sık görülenleri 

c.86_89insG, p.R202X, c.822G>A, p.K302X mutasyonlarıdır. 
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ġekil 2.12. ERGIC-53 geninde tanımlanan mutasyonlar 



 36 

2.4.2. MULTIPL COAGULATION FACTOR DEFICIENCY (MCFD2) GENĠ  

F5F8D hastalığından sorumlu diğer bir gen ise ERGIC-53 ile 1:1 kompleks oluĢturan 

"Multiple Coagulation Factor Deficiency 2" (MCFD2) genidir. Bu gen de kargo 

reseptör görevi görerek  FV ve FVIII‘in  ER‘dan Golgiye transportunda görev 

almaktadır. 146 rezidüden oluĢan bu küçük solubl protein 16kDa‘luk sinyal peptidi 

aracılığıyla Ca
++

 iyonlarının bağlanarak ER‘ dan golgiye taĢınmasını sağlar. MCFD2 

geni  yaklaĢık 19 kb dır ve 2. kromozomun kısa kolunda 2p21‘de lokalize olmuĢtur, 4 

ekzondan oluĢmaktadır.  ġimdiye kadar tanımlanan mutasyonların %70‘i  LMAN1 

geninde bulunmaktadır çünkü FV-FVIII kombine eksikliği ile iliĢkili çalıĢmaların 

baĢlangıcını bu gen oluĢturmaktadır (Zhang et al,2003). MCFD2 geninde ise günümüze 

kadar 7 tane missense/nonsense, 2 tane küçük delesyon, 1 tane küçük insersiyon, 2 tane 

büyük delesyon, 3 tane splicing olmak üzere toplam 15 mutasyon belirlenmiĢtir. 

(HGMD) 

 

     

 

 

ġekil 2.13. MCFD2 geninde tanımlanan mutasyonlar 

 

MCFD2‘ nin  N terminal yapısı bilinmemekle birlikte C terminalinde 2 tane kalmodulin 

benzeri EF-hand domain yer almaktadır. EF hand domaini, Ca
++

 bağlayıcı protein 

ailesinin bulunduğu heliks loop heliks yapısındaki domaindir. MCFD2 sinyalleri 

düzenlemekte, ER‘ da lokalize olmakta ve LMAN1 ile interaksiyona girmektedir. 
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MCFD2, LMAN1 den bağımsız olarak FVIII‘e bağlanmakta ve glikolize etmektedir. 

Kawasaki ve ark‘.ları  in vitro koĢullarda  MCFD2‘nin LMAN1‘ in CRD domaini ile 

interaksiyona girdiğini  Hela hücre hattında (insan servikal kanser hücre hattı) hücrenin 

yüzey glikanlarının CRD‘e bağlanmasının MCFD2‘ deki etkisini yaptıkları deneyde 

göstermiĢlerdir (103) 
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2.5. FĠBRĠNOJEN YAPISI 

 

Fibrinojen karaciğerde sentezlenen, plazmada 160-400 mg/dL
-1

  konsantrasyonda 

bulunan, 340 kDa ağırlığında bir glikoproteindir. Kanın pıhtılaĢmasında meydana gelen 

fibrin‘in öncü maddesi olan fibrinojen trombositlerin agregasyonu, pıhtı oluĢumunda 

hemostatik dengeyi sağlamada önemli rol oynamaktadır.  Fibrinojen hücre-matriks 

interaksiyonu ile heparine, fibronektine, hücre adezyon moleküllerine bağlanmakta; 

anjiyogenezde, hücre proliferasyonunda, tümör geliĢiminde, yaraların iyileĢmesinde 

görev almaktadır (104). Fibrinojen disülfit köprüleriyle birarada tutulan ikili identik 

heterotrimerden oluĢan büyük bir hekzamerik  moleküldür. Simetrik yarı moleküllerin 

her biri 610 rezidüden oluĢan 67kDa ağırlığında α zinciri, 461 rezidüden oluĢan 57 kDa 

ağırlığında β zinciri ve 411 rezidüden oluĢan 47kDa ağırlığında γ zincirinden 

oluĢmaktadır. Fibrinojenin dıĢ  uçları 2α ve 2β zincirlerinin karboksi terminal 

uçlarından oluĢup  D domain olarak adlandırılmaktadır. Merkezi bölge ise tüm 

zincirlerin amino terminal uçlarından oluĢmakta ve E domain olarak adlandırılmaktadır. 

α ve β zincir çiftlerinin amino terminal bölgelerinde  16 ve 14 aminoasitlerden oluĢan 

fibrinopeptid A ve B kısımları  bulunmaktadır (105).  

  

        

 

 

ġekil 2.14. Fibrinojenin yapısı 

 

α, β, γ zincirleri sırasıyla FGA, FGB ve FGG genlerini kodlamakta 4.kromozomda 

50kb‘lık bir bölgeyi kapsamaktadır. FGA geni 7.6 kb ağırlığında olup 6 ekzon 

içermekte, 3 farklı mRNA ürünü oluĢturmaktadır:  Transkriptin %90 ını 2.2kb‘lık büyük 

Aα zinciri oluĢturmakta ve bu zincir 1-5. ekzonları içermektedir. Büyük α-E izoformu 
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ise sadece %1-2‘lik kısmı alternatif splicing ile oluĢturmaktadır ve bu kısım 5. ekzon , 

5. intron ve 6. ekzonu içermektedir. Sonuçta splice‘a uğramayan transkript   5.ekzon-

intron ve 6.ekzonla büyük α zincirini kodlamayan FGA‘ı meydana getirmektedir. FGB 

geni ise 8kb ağırlığında olup 8 ekzondan oluĢmakta, 1.5kb‘lık kodlama yapan diziyle 

birlikte tek 1.9 kb‘lık transkripte sahiptir. FGG geni ise 8.5 kb ağırlığında olup 10 ekzon 

içermektedir. FGG geninde 2 mRNA transkripti alternatif splice mekanizması ile 

meydana gelmiĢtir: 1.3 kb‘ı kodlama yapan diziden oluĢan 1.6 kb‘lık büyük m RNA 

parçası 10 ekzonu içermektedir ve büyük γ zincirini oluĢturmaktadır bu zincir γa olarak 

bilinmektedir. Küçük parça ise γ‘ yada γb olarak bilinmektedir (106,107). 

 

Konjenital fibrinojen defektleri afibrinojenemi ve hipofibrinojenemiyi içeren kantitatif 

veya Tip 1 eksiklikler ve Disfibrinojenemi ve hipodisfibrinojenemiyi içeren kalitatif 

veya Tip 2 eksiklikler olmak üzere iki grupta sınıflandırılmaktadır. Normal fibrinojen 

seviyesi plazmada 1.5-3.5 g.L
-1

 olarak değiĢmektedir. Hipofibrinojenemi, Fibrinojenin 

plazmada 1.5g.L
-1

‘den az olması ile karakterize bir hastalık iken fibrinojenin tamamen 

olmaması ile durumu afibrinojenemi olarak bilinmektedir (108).  

 

Disfibrinojenemi ise otozomal dominant kalıtım gösteren FGA,FGB,FGG genlerindeki 

herhangi bir mutasyon sonucunda fibrinojenin fonksiyonel yapısında değiĢime neden 

olarak fibrinopeptidlerin salınımının azalması veya tamamen yok olması, 

polimerizasyonun gecikmesi, trombine bağlanmanın azalmasına neden olan bir 

hastalıktır. Hipodisfibrinojenemi de yine aynı Ģekilde otozomal dominant kalıtım 

göstermekte fibrinojen molekülünün fonksiyon kaybı ile sonuçlanmaktadır. Günümüze 

kadar 400‘den fazla disfibrinojenemi olgusu tanımlanmıĢtır. Ġlk kez 1968‘ de Blomback 

ve ark.‘ları tarafından disfibrinojenemi mutasyonu tanımlanmıĢtır. Disfibrinojenemideki 

mutasyonların büyük çoğunluğunu üç fibrinojen geninin herhangi birindeki heterozigot 

missense mutasyonlar oluĢturmaktadır (109). 

 

Afibrinojenemi; ilk kez 1920‘de iki Alman fizikçi Rabe ve Saloman tarafından 

tanımlanan otozomal resesif geçiĢli, hafif kanamalarla kendini gösterebildiği gibi 

yaĢamı tehdit eden ciddi kanamalarla da ortaya çıkan fibrinojenin plazmada 

bulunmaması durumudur.  Ġnsidansı milyonda bir‘dir. 2010 verilerine göre dünyada 

görülen olgu sayısı 350 iken ülkemizde tanımlanan olgu sayısı 20 dir.  Afibrinojenemi 
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çoğunlukla akraba evlilikleri sonucu ortaya çıkar (110). ‗‘Rare Inherited Coagulation 

Disorders (RICDs) verilerine göre fibrinojen eksikliğinden kaynaklanan hastalıklar en 

çok Ġran, Ġtalya ve Kuzey Amerika‘da görülmektedir. Afibrinojenemi hastalarında 

kanama eğilim Ģiddetleri çeĢitlidir. En çok görülen semptom umbilical cord (göbek 

bağı) kanamaları iken mukozal sistemdeki kanamalar, hemartrozlar (travmaya bağlı 

olarak eklem içine kan sızması) ve hematomlar da görülen diğer semptomlardır. Bu 

hastalığın trombotik yanına bakılacak olursa fibrinin trombin nötralize edici 

özelliklerinin eksikliğinde trombin tarafından tetiklenen invivo trombosit agregasyonu 

artmaktadır (111). Hipofibrinojenemi hastaları ise genelde travma ve cerrahiye bağlı 

kanamalarla orta derecede kanama paterni göstermektedirler. Fibrinojen eksiklikleri 

sadece kolagülasyon hastalıkları olarak bilinmelerine rağmen bazı hipofibrinojenemi 

hastalarında fibrinojenin hepatosit inkilüzyonları Ģeklinde biriktiği ve karaciğerde 

siroz‘a neden olduğu  Pfeifer ve ark.‘ları tarafından gösterilmiĢtir (112). 

 

2.5.1. Fibrinojen Eksikliklerinin Genetiği 

FGA, FGB ve FGG genleri 4. kromozomun uzun kolu üzerinde q28 pozisyonunda  

lokalize olup genel yapıları ve genlerin kromozom üzerindeki yerleri 1985‘de Kant ve 

ark.‘ları tarafından tanımlanmıĢtır. Genler sırasıyla  644, 491 ve 437 aminoasit 

kodlamaktadırlar. FGA ve FGG genlerinin transkripsiyonu FGB geni ile karĢılıklı 

oryantasyon göstermektedir. 
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ġekil 2.15. Fibrinojen genlerinde tanımlanan mutasyonlar 

 

Genlerdeki mutasyonların dağılımına bakılacak olursa ‗‘ Human Gene Mutation 

Database‘‘ (HGMD) verilerine göre FGA geninde 45 missense/nonsense mutasyon 

olmak üzere toplam 87 mutasyon; FGB geninde 39‘u  missense/ nonsense mutasyon 

olmak üzere toplam 54; FGG geninde ise 63‘ü missense/nonsense mutasyon olmak 

üzere 77 mutasyon tanımlanmıĢtır. Toplamda mutasyonların % 46‘sı FGA geninde, 

%29‘ u FGB geninde; %25‘ i FGG  geninde tanımlanmıĢtır. (113). 
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2.6. DEV TROMBOSĠT SENDROMU (MAKROTROMBOSĠTOPENĠ)  

 

Trombositler megakaryositlerin sitoplazmik parçalanmaları ile oluĢan, ortalama 7-10 

günlük ömürleri olan 2-3µm çapında küçük disk Ģekilli hücrelerdir. Megakaryositlerin 

parçalanması ve trombositlerin oluĢumu çeĢitli aĢamalarda yeralan çok sayıdaki sitokin 

tarafından düzenlenmektedir. Trombopoietin trombosit oluĢumunun temel 

düzenleyicisidir.  Trombositler biri normal dolaĢımda bulunan dinlenme evresindeki 

trombositler diğeri ise aktif halde bulunan trombositler olmak üzere iki formda 

bulunmaktadır (114). 

  

  

                

 

 

 

 

 

      

Dinlenme evresindeki trombosit                                   Aktif halde bulunan trombosit 

 

ġekil 2.16. Trombositler 

 

 

Normal koĢullar altında trombositler diğer trombositlerle ya da damar endoteli ile 

etkileĢmeden serbestçe kan damarında dolaĢmaktadırlar. Damarda endotelde bir 

zedelenme olması durumunda trombositlerin adhezyon, aktivasyon, agregasyon ve 

sekresyon olmak üzere pıhtı oluĢumuna neden olan bir seri olaylar zinciri 

tetiklenmektedir.  

 

Kalıtsal trombosit hastalıkları trombosit sayı  eksikliği ve/ veya fonksiyon bozuklukları 

sonucu koagülasyonda primer hemostaz aĢamasını etkileyen ailesel geçiĢ gösteren bir 

grup hastalığı içermektedir. Otozomal dominant, otozomal resesif, X‘e bağlı kalıtım 

gösteren bu hastalıkların toplumda görülme sıklığı kesin olarak bilinmemektedir. 

Trombosit sayımı direk gözle veya tam kan sayım cihazları ile yapılmaktadır. 
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YetiĢkinlerdeki normal trombosit sayısı 150-450x10
9
/L dir. Trombositopeni ise bu 

değerin 150x10
9
/L altında olmasıdır. Kalıtsal trombosit hastalıkları; trombosit sayı 

bozuklukları, ağır trombosit fonksiyon bozuklukları, reseptör sinyal iletiminde 

bozukluklar, trombosit granül bozuklukları ve fosfolipid bozuklukları olarak 

sınıflandırılmaktadır (115,116) . 

 

Çizelge 2.2. Kalıtsal trombosit hastalıklarının sınıflandırılması 

 

 

 

Trombositlerdeki bir anormallik ya da bozukluk trombositopati olarak bilinir ve bu 

anormallik/bozukluk trombositlerin düĢük sayıda olmasıyla karakterize olan 

trombositopeni veya fazla sayıda olmasıyla karakterize trombositozis olarak bilinir. 

Makrotrombositopenide ise trombositlerin hemen hemen tamamı birbirine yakın 

büyüklükte olup eritrosit boyuna ulaĢmıĢlardır. Dev trombosit sendromu da 

makrotrombositopeni, minör kanama ve nötrofilik inklüzyon cisimciklerinin varlığı ile 

karakterize otozomal dominant geçiĢ gösteren bir hastalıktır. 

 

2.6.1.MYH9 Ġle ĠliĢkili Bozukluklar 

 

MYH9 ile iliĢkili bozukluklar otozomal dominant geçiĢ gösteren May-Hegglin 

anomalisi (MHA), Sebastian sendromu (SBS), Fechtner sendromu (FTNS) ve Epstein 

sendromu (EPTS) gibi dev trombosit sendromlarının non muscle miyozin heavy chain  

IIA (NMMHC IIA) proteinini kodlayan miyozin ağır zincir 9 (miyozin heavy chain 9-
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MYH9) geninde mutasyonlar sonucu farklı klinik bulgular ile geliĢmektedir. Proteinin 

farklı doku ve organlarda sentezlenememesi sonucu non hematolojik bulgulardan iĢitme 

kaybı, katarakt, nefritis (böbrek iltihabı)de görülebilmektedir (117). MYH9 iliĢkili 

hastalıkların ayırımında Alport Sendromu kullanılmaktadır. Bu sendrom Ġlk kez Dr. 

Arthur Cecil Alport tarafından 1927 yılında tanımlanmıĢtır (118). 

 

a. May- Hegglin Anomalisi:  Makrotrombositopeni ile karakterize, kas dıĢı 

miyozin tip IIA‘nın kümelenmesiyle oluĢan lökosit inklüzyonlarına sahip nadir 

görülen dev trombosit sendromudur (119). 

b. Sebastian Sendromu: 1990 yılında Greinacher ve ark.‘ları tarafından tanımlanan 

bu sendrom dev trombositlerle ve inklüzyon cisimcikleri ile karakterizedir 

(OMIM 605249). 

c.  Fechtner sendromu (FTNS) ve Epstein sendromu (EPTS):  Fechtner sendromu, 

Alport sendromunun bir varyantı olarak rapor edilmiĢtir.  Alport sendromu ile 

böbrek iltihabı, sensorinöral iĢitme kaybı ve göz anormalliklerinin üçlü grubunu 

paylaĢmaktadır ve makrotrom bositopeni ve Döhle benzeri cisimcikler denen 

polimorf nüveli lökosit inklüzyonlarının ek özelliklerini sunmaktadır. Epstein 

sendromu, katarakt ve granülositte Döhle benzeri cisimciklerin olmaması ile 

Fetchner sendromundan ayrılmaktadır (117). 

MYH9 genindeki mutasyon sonucu oluĢan bu 4 makrotrombositopeninin laboratuvar ve 

klinik özellikleri tablodaki gibi özetlenebilir:  

 

Çizelge 2.3. Makrotrombositopeninin laboratuvar ve klinik özellikleri  

 

Kliniksel özellik May-Hegglin 

Anomalisi 

Sebastian 

Sendromu 

Fechtner 

sendromu 

Epstein 

Sendromu 

Makrotrombositopeni Var Var Var Var 

Lökosit Ġnklüzyonu  Var Var Var Yok 

ĠĢitme Sorunu Yok Yok Var Var 

Böbrek Ġltihabı Yok Yok Var Var 
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 Filogenetik olarak 17 sınıfta gruplandırılan miyozinlerin ikinci sınıfını, sarkomerik 

miyozinleri, düz kas miyozinleri ve kas dıĢı miyozinleri oluĢturmaktadır.(Hodge and 

Cope 2000) Kas dıĢı miyozin ağır zincirinin NMHC-IIA, NMHC-IIB ve NMHC-IIC 

olmak üzere üç farklı izoformu bulunmaktadır ve bunlar sırasıyla MYH9, MYH10 ve 

MYH14 genleri tarafından kodlanmaktadır (120). 

 

       Kas dıĢı miyozinler biri dıĢarıda düzenleyici hafif zincir (20kDa) diğeri içeride temel 

hafif zincir (17kDa) olmak üzere iki hafif zincirden ve homodimer haldeki 230kDa‘luk 

ağır zincirden oluĢmaktadır.  Kas dıĢı miyozin II molekülü, amino terminal ucunda 

globüler baĢ bölgesi ve helikal olmayan karboksi terminal ucu ile sonlanan çift kıvrımlı 

koldan oluĢmaktadır. Ġki tane globüler baĢ, çift sarmal alfa helikal yapıda sarmal 

oluĢturmuĢ çubuk fragmentini takip etmektedir. Çubuk fragmentindeki aminoasit dizisi, 

yan yana gelmiĢ  iki α-heliksin arasında oluĢan hidrofobik etkileĢimler ile tekrar eden 

yedi rezidü ile karakterizedir. Helikal olmayan kuyruk bölgesi her üç kas dıĢı miyozin 

izoformunda da çift sarmallı çubuk kısmını takip eder. Bu bölge üç izoform arasında 

değiĢik amino asit dizisi göstermektedir (121,122). 

 

     

 

 

ġekil 2.17. KasdıĢı miyozinin yapısı (Verkhovsky et al,1995) 
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Adelstein ve ark.‘ları kas dıĢı miyozin II‗nin aktivitesini aktifleĢtiren kritik basamağı; 

miyozin hafif zincir basamağı üzerindeki serin (Ser
19

) fosforilasyonu olarak 

göstermiĢlerdir ( 123). 

 

2.6.2. MYH9 Geni 

 

Kas dıĢı miyozinlerde 5.8kb‘lık m RNA transkritine sahip, NHMC-IIA sınıfının 

kodladığı MYH9 geni  40 ekzon içermektedir ve 22. Kromozomun uzun kolunda 

22q13.1 lokalizasyonunda yer alan bir gendir. Gende Ģimdiye kadar 27‘ si missense 

mutasyon olmak üzere toplam 38 tane mutasyon tanımlanmıĢtır.  

(http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/gene.php?gene=MYH9). 1,10 ve 16. ekzonlar ATP 

globüler baĢ domaini ve boyun kısmını kodlarken 24-26, 30, 31, 37 ,38 ve 40. ekzonlar 

ise kuyruk kısmını kodlamaktadır. 

 

      

 

 

ġekil 2.18. MYH9 geninde tanımlanan mutasyonlar  

       

ġimdiye kadar 20 farklı hastalığın MYH9 genindeki mutasyonlarla iliĢkili olabileceği ve 

bu hastalıkların fenotipik özelliklerinin 6 farklı klinik belirti ile ortaya çıktığı 

gösterilmiĢtir. Net bir Ģekilde genotip fenotip korelasyonu bilinmemesine rağmen farklı 

bireylerde bazı mutasyonların ((p.Glu1841Lys, p.Arg1933X, p.Asp1424Asn, 

p.Asp1424His, p.Arg1165Leu, p.Arg1165Cys) hematolojik belirtilerle, bazılarının ise 

Alport sendromuna benzer belirtilerle (Thr1155Ile, Asn93Lys, Lys371Asn, Ala95Thr, 

Asp1424Tyr, del Leu1205-Gln1207; ve 3 tane çerçeve kayması Ģeklindeki mutasyonlar: 

5779delC, 5774delA, 5828delG) ortaya çıktığı görülmüĢtür. 

        

    BaĢ                                                                 Boyun                                             Helikal 

Olmayan Kuyruk 

http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/gene.php?gene=MYH9
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ÇalıĢmanın bu bölümünde makrotrombositopeni (dev trombosit sendromu) tanısı almıĢ 

hastalarda MYH9 (Myosine Heavy Chain Gene) gen taraması yapılmıĢtır. 
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2.7. GLANZMANN TROMBASTENĠ SENDROMU  

 

 Trombosit fonksiyonlarından biri olan agregasyon aĢamasında meydana gelen 

bozukluklardan biri de Glanzmann Trombastenisi‘dir. Glanzmann trombasteni (GT), ilk 

olarak 1918 yılında Dr. Eduard Glanzmann tarafından herediter hemorajik trombasteni 

olarak tanımlanmıĢ anormal pıhtı reaksiyonu ve periferik yaymada trombositlerin küme 

yapmayıp tekli görünümleri erken tanısal kriter olarak belirlenmiĢtir (124).  1956 

yılında ise Braunsteiner ve ark.‘ları trombosit fonksiyon bozukluklarını incelemiĢler ve 

trombastenileri kalıtsal hastalıklar grubuna dahil etmiĢlerdir (125). 1964 yılında Caen ve 

ark.‘ları trombosit agregasyonunun olmadığı 15 Fransız olgu tespit etmiĢler ve bunu GT 

için primer tanısal özellik olarak belirtmiĢlerdir. Bu çalıĢmalardan sonra GT iki grup 

altında toplanmıĢtır : I. Grup trombosit agregasyonunun ve pıhtı retraksiyonunun 

olmadığı olgular iken agregasyon olmamasına rağmen rezidüel pıhtı retraksiyonu olan 

olgular ise II. Grubu oluĢturmaktadır (126). 

 

GT, otozomal resesif kalıtım gösteren, nadir görülen bir trombosit iĢlev bozukluğu olup 

hastalığın görülme nedeni trombosit membran glikoproteini olan glikoprotein IIB-

IIIA‘nın (αIIbβ3 integrin) yapısındaki nitelik ve nicelik değiĢimleridir. GpIIB/IIIA 

kompleksinin eksikliği veya fonksiyon bozukluğundan kaynaklanan GT de ADP, 

kollajen, epinefrin, trombin ve diğer ajanlarla trombosit agregasyonu olmamaktadır. 

Trombositler uyarıldığında yüzeylerinde yer alan GpIIB/IIIA kompleksinde bir 

değiĢiklik meydana gelmekte bu durum von Willebrand faktör (vWF), vitronektin, 

fibronektin ve fibrinojenin bağlanması için bölgelerin açığa çıkmasına neden 

olmaktadır. vWF ya da fibrinojen birden fazla trombosit GpIIB/IIIA kompleksi arasında 

çapraz bağları meydana getirmekte ve hasarlı bölgede trombosit tıkacının oluĢumunu 

sağlamaktadır. Daha sonra GpIIB/IIIA‘nın sitoplazma içine uzanan kısmı iskelet sistemi 

ile etkileĢime girmekte ve böylece fibrin pıhtısının kasılması ile pıhtı retraksiyonu 

gerçekleĢmektedir. Ayrıca GPIIB/IIIA endotel  tabakasının altında yer alan vWF ve 

fibronektine de bağlanarak adezyon oluĢturan trombositlerin artmasını sağlamaktadır 

(127,128).    
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                                           ġekil 2.19. Trombositlerin fonksiyonu 

 

Hastalığın klinik seyrine bakılacak olursa;  GT tanısı almıĢ hastalarda trombosit sayısı, 

hacmi ve yaĢam süresi normal iken, trombositlerin agregasyon yeteneği bozulduğu için 

kanama diyatezi bulguları ortaya çıkmaktadır. Klinik olarak hastalarda genellikle diĢ eti 

kanamaları,  epistaksis, gastrointestinal sistem kanamaları ve menoraji sıklıkla 

görülmektedir (129). GT tanısında agregometre cihazıyla trombositlerin 

değerlendirilmesi yapılmakta ve akımsitometri yöntemi kullanılarak hastalık 

tiplendirilmektedir. Yapılan araĢtırmalar GT‘de trombositlerin agregometrede ristosetin 

denilen bir antibiyotik haricinde hiçbir madde ile etkileĢim sonrasında çökme 

yapmadığını ortaya koymuĢtur. Akım sitometri çalıĢmalarında ise GpIIB ve GpIIIA 

düzeyleri CD41 ve CD61 monoklonal antikorları kullanılarak belirlenmektedir.  Bu 

belirlemelere göre  GT, üç alt tipe ayrılmaktadır: GP düzeyi normalin    % 5‘ inden az 

olan olgular tip I,  % 5-20 arasında olan olgular tip II olarak sınıflandırılmaktadır. Tip 

III varyantında ise GP düzeyleri normal veya normale yakın olmakla beraber 

reseptörlerin fonksiyonunda bir bozukluk söz konusudur. Bu tip GT hastalarında 

trombosit fonksiyonları normal olup kanama görülmemektedir, meydana gelen 

aminoasit değiĢimleri integrini fonksiyonsuz hale getirmektedir. 

 Irak Yahudileri gibi etnik gruplarda Tip I olguların sık görüldüğü, Japonya‘da ise Tip II 

olguların fazla görülmesi yapılan çalıĢmalarda belirtilmektedir (130). Akraba 

evliliklerinin sık görüldüğü Hindistan, Arabistan, Ġran‘da hastalığın çok sık görüldüğü 

bilinmesine rağmen ülkemizde Ģimdiye kadar tanımlanan olgu sayısı, hastalığın 
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insidansı net olarak bilinmemektedir. Konuyla ilgili 2000 yılında yapılan bir 

araĢtırmada GT tanısı almıĢ 177 hasta tanımlanmıĢ ve bu hastalarda akraba evliliği oranı 

% 67 bulunmuĢtur. Ġnsidans araĢtırmasıyla ilgili en son çalıĢma da 2009 yılında 

yapılmıĢ ve hastalar arasında akraba evlilik oranı %87.5 bulunmuĢtur (131).  

 

Ağır trombosit fonksiyon bozukluğu ile iliĢkili bir diğer hastalık Bernard Soulier 

sendromudur. Bu sendrom hafif dereceli bir trombositopeni olup periferde dev 

trombositlerle karakterizedir ve otozomal resesif kalıtım göstermektedir. Bu hastalığa 

sahip kiĢilerin trombositleri;  zedelenen damarın subendotel tabakasındaki ya da 

plazmadaki vWF ile ristosetin eklendiğinde reaksiyon vermemekte böylece primer 

hemostaz oluĢmamaktadır (132). vWF trombosit yüzeyine iki ayrı reseptöre 

bağlanmaktadır: 

 

a. Ristosetin varlığında trombositlerin ana adhezyon molekülü olan Glikoprotein 

IB‘ye 

b. Trombositler, trombosit antagonistleriyle uyarılınca GpIIB-IIIA kompleksine 

bağlanmaktadırlar. 

 

Bernard Soulier sendromu ilk kez 1969 yılında Grottum ve Solum tarafından genç bir 

hastada uzun kanama zamanı, trombositopeni ve oldukça büyük trombositlerin varlığı 

ile açıklanmıĢtır (133). 

 

2.7.1. Glanzmann Trombasteni Genetiği 

 

 GT ile iliĢkili genler  Glikoprotein IIB (GpIIB /ITGA2B)  ve  Glikoprotein IIIA 

(GpIIIA/ITGB3) olarak belirlenmiĢtir. GpIIB/GpIIIA kompleksi integrin ailesinden 

olup hücre–hücre ve hücre-matriks interaksiyonunu sağlayan heterodimerik bir 

reseptördür. Bu reseptörler ekstraselüler reseptör proteinleri ile üst üste çakıĢırlar ve bu 

bağlanma Arg- Gly-Asp içeren sentetik peptidler tarafından inhibe edilmektedir. 

Northern Blot analizleri ve değiĢik immünolojik çalıĢmalar GpIIB‘ nin sadece 

trombositlerde eksprese olurken GpIIIA‘nın α alt biriminin vibronektin reseptörüyle 

kompleks oluĢturarak diğer dokularda da eksprese olduğunu göstermiĢtir (134). GpIIB 

ve GpIIIA genleri 250 kb ağırlığında olup 17. kromozomun uzun kolunda 21.31-32 

pozisyonunda lokalize olan genlerdir. GpIIB, 30 ekzondan oluĢan büyük bir gen iken,  
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GpIIIA 8 ekzonlu daha küçük bir gendir. GpIIB; α zincirini kodlarken GpIIIB; β 

zincirini kodlamaktadır.  α zinciri 140kDA ağırlığında olup disülfid bağları içerirken 

kodladığı aminoasitlerin %30-70‘i benzerdir. β zinciri ise 95 kDa ağırlığındadır ve 

sisteince zengin domainler içermekte olup aynı Ģekilde aminoasit homolojisine sahiptir. 

Trombosit plazma membranında yeralan GpIIB/GpIIIA kompleksinin yapısına 

bakılacak olursa yüksek oranda glikolizasyona uğramıĢ bu reseptörlerin yapısında Ca
++

 

bağlayıcı domainlerin olduğu ve bu bağlanma ile Ca
++

‘ların GpIIB-IIIA nın 

fonksiyonunu sağladığı gösterilmiĢtir. GpIIB-GpIIIA solubl haldeki fibrinojene 

bağlanmaktadır. Bunu trombositler ADP, trombin, kollajen gibi ajanlarla aktive 

olduklarında Ģekil değiĢtirmekte GpIIB-GpIIIA kompleksi aktive olmakta, solubl 

fibrinojen ve von Willebrand Faktör için reseptör olarak iĢ görmekte ve fibrinojen 

aracılı trombosit aktivasyonu yüzeydeki GpIIB- GpIIIA molekülleri ile sağlanmaktadır. 

Fibrinojen aracılı bu aktivasyon GpIIB/GpIIIA nın α zincirinde karboksi terminalinde 

yer alan sadece fibrinojende bulunan onikili peptid - HHLGGAKQAGDV – sayesinde 

olmaktadır.  

 

ġekil 2.20.  GpIIB/IIIA reseptörlerinin yapısı ve fonksiyonu (135) 

 

GT hastalığı GpIIB veya GpIIIA genlerinde meydana gelen mutasyonlar sonucu 

trombosit membran proteinlerdeki  kalitatif ya da kantitatif değiĢimler sonucu ortaya 

çıkmaktadır.  GpIIB (ITGA2B) geninde Ģimdiye kadar 151 mutasyon tanımlanmıĢtır. 

Bu mutasyonların 63 tanesini missense (yanlıĢ anlamlı) mutasyonlar oluĢturmaktadır. 

ġimdiye dek tanımlanan tekli  nükleotid değiĢimlerinin ekzonlarda olduğu ve sonucunda 

da missense ve nonsense mutasyonlarla aminoasit seviyesinde değiĢimlere yol açarak 

normal boyutlarda fonksiyonel olmayan veya kesilmiĢ proteinleri ürettikleri 

görülmüĢtür.  
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(http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/gene.php?gene=ITGA2B)  

 

GPIIIB (ITGB3) geninde ise toplam 92 mutasyon tanımlanmıĢtır ve bu mutasyonların 

büyük oranını (59 tane) missense ve nonsense mutasyonlar oluĢturmaktadır. Bu gende 

ilk tanımlanan mutasyon Ġsrail ve Arap populasyonlarında yapılan bir araĢtırmayla 

ortaya konulmuĢtur. Bu araĢtırmada 4.ekzonun splice bölgesinde meydana gelen 13 

bç‘lik bir delesyonun GpIIB proteininde posttranslasyonel geliĢimde kritik rol oynadığı 

gözlemlenmiĢ, bu durumun membranda kompleksin ekspresyonunun azalmasına yol 

açtığını ortaya koymuĢtur (137). GpIIIA geninde yapılan ilk çalıĢmada ise Irak 

Yahudilerinde yapılmıĢ, genin 13.ekzonunda meydana gelen 11bç‘lik delesyonun 

frameshift (çerçeve kayması) mutasyonuna neden olduğu gösterilmiĢtir. Bu durumun 

GpIIIA‘nın membrana giriĢini önlediği, transmembran domaininden önce protein 

terminasyonuna neden olduğunu ve ekspresyonu engellediği bu çalıĢmayla 

gösterilmiĢtir. 

 

Nadir görülen bir sendrom olan GT ile ilgili çalıĢmalardan en büyüğü Fransa‘da 

yapılmıĢtır ve bu çalıĢmada yaklaĢık 300 vaka çalıĢılmıĢtır, daha sonra D‘Andrea ve 

ark.‘larının Ġtalya‘da yaptıkları bir araĢtırmada ITGA2B geninde 17, ITGB3 geninde 4 

tane olmak üzere toplam 21 mutasyon tanımlanmıĢtır. ÇalıĢmada mutasyonların stop 

kodonu oluĢturmasıyla meydana gelen güdük proteinlerin ya da oluĢan missense 

mutasyonların hastalarda kanama Ģiddetinde büyük farklılık gösterdiği saptanmıĢtır. 

Kısa bir süre sonra ise Güney Hindistanda 40 ailede yapılan bir araĢtırmada ITGA2B de 

13, ITGB3 de 10 tane olmak üzere 23 yeni mutasyon gösterilmiĢtir. Aynı populasyonda 

45 hastada yapılan araĢtırmada ise 22 yeni mutasyon gösterilmiĢtir. Bütün bu analizler 

sırasıyla % 62.2 oranında Tip I, %15.5 Tip II, %22.2 ise varyant tipte hastalık meydana 

geldiğini ortaya koymuĢtur. 
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ġekil 2.21. GpIIB geninde tanımlanan mutasyonlar (138) 

                                

ġekil 2.22.  GpIIIA geninde tanımlanan mutasyonlar (138) 



 54 

3. GEREKÇE VE AMAÇ 

Bu tez çalıĢmasında Türk popülasyonunda nadir görülen hematolojik hastalıklarda sık 

görülen mutasyonların ortaya konulması ve ileride yapılacak çalıĢmalar için yol 

gösterici olması amaçlanmıĢtır. Literatürde daha önce yapılan çalıĢmalara bakıldığında 

hematolojik hastalıklar kapsamında gen taramalarının hepsinin münferit çalıĢmalar 

olduğu görülmektedir. Bu çalıĢma popülasyonumuzda nadir görülen hematolojik 

hastalıklarda gen taramasının hepsinin birarada olduğu ilk çalıĢmadır. 

 

4. MOLEKÜLER TEKNĠKLER 

4.1. Çözelti ve Solüsyonlar 

Bu çalıĢmada DNA izolasyonunda kırmızı kan hücrelerini lize etmek için  RBC lizis 

çözeltisi, fenol / kloroform karıĢımı; polimeraz zincir reaksiyonu ürünlerini görmek için 

kullandığımız agaroz jeli hazırlamak için TBE (Tris- HCl Borik asit  EDTA), TAE 

(Tris-HCl Asetik asit EDTA) çözeltileri, Tek Ġplikçikli Yapısal Polimorfizmi (SSCP) 

jeli hazırlamak için akrilamid bisakrilamid çözeltisi, amonyum per sülfat çözeltisi ve 

N,N,N',N'-tetrametilen-etilendiamin (TEMED)  solüsyonları kullanılmıĢtır 

 

4.2. DNA Ekstraksiyonu 

DNA‘lar, kan örneklerinden fenol/kloroform yöntemiyle ekstrakte edilmiĢ ve etanol 

(Tekel, Türkiye) ile muamele edilerek çöktürülmüĢtür. 

 

4.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu  (PCR) 

 

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) spesifik bir DNA dizisinin in-vitro  ortamda 

çoğaltılması yöntemidir. Ġlk kez 1985 yılında Karry Mullis tarafından  geliĢtirilen bu 

yöntem bir polimeraz enzimiyle gerçekleĢtirildiği için polimeraz zincir reaksiyonu adını 

almaktadır. Polimeraz zincir reaksiyonu, DNA klonlanmasını  kolaylaĢtırarak, 

rekombinant DNA araĢtırmalarının güçlü bir tekniği olmuĢtur ve pek çok durumda 

konakçı hücrelerin kullanıldığı klonlamanın yerini almıĢtır. (139) 
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PCR, DNA molekülleri topluluğunda, özgül hedef DNA dizilerinin doğrudan 

çoğaltılmasına dayanır. Bu yöntemin uygulanabilmesi için çok düĢük miktarda DNA 

bile yeterlidir. PCR ile belirli bir bölgeyi çoğaltabilmek için, hedef DNA‘nın nükleotid 

dizisi hakkında bazı bilgiler gerekir. Bu bilgi, tek zincirli hale getirilmiĢ DNA‘ya 

bağlanacak olan iki oligonükleotid primerin sentezi için kullanılır. Primerler, 

çoğaltılacak tek zincirli DNA molekülündeki tamamlayıcı diziler ile hibridize olur. Isıya 

dayanıklı bir polimeraz, deoksinükleotid trifosfatları (dNTP; A, C, T, G) kullanarak 

çalıĢılan DNA‘daki hedef bölgenin sentezini sağlar. Polimerazın çalıĢması için tampon 

görevi yapacak maddeler ve tuzlar (genellikle Tris ve KCl), ayrıca önemli olan bir 

kofaktör olan Mg
++

 iyonları gereklidir. (139). PCR reaksiyonu temel olarak üç 

aĢamadan oluĢmaktadır. Bunlar, DNA‘nın yüksek ısı ile birbirinden ayrılması 

(denatürasyon), sentetik oligonükleotidlerin hedef DNA‘ya bağlanması (hibridizasyon), 

son olarak zincirin uzaması (polimerizasyon)‘dur. Bu üç aĢamaya bir PCR döngüsü 

denir ve çoğaltılacak ürün miktarı bu döngünün tekrar sayısına bağlıdır. Bu döngü sayısı 

genellikle 30-40 arasındadır. OluĢturulan DNA zincirlerinin sayısı her döngüde iki 

katına çıkar ve yeni zincirler bir sonraki döngüde kalıp görevi görürler. Bir PCR 

iĢleminde ―n‖ döngüsonunda kalıp DNA‘nın istenilen bir bölgesi yaklaĢık 2
n
 kez 

çoğaltılmıĢ olur. ĠĢlem ısı dönüĢtürücüsü (thermocycler) denilen makinelerde, önceden 

döngü sayısı ve sıcaklık koĢulları belirlenen programlarla otomatik olarak 

gerçekleĢtirilir. Bu yöntemle; klonlama, dizi analizi, klinik tanı ve genetik taramalar gibi 

diğer iĢlemlerde kullanılmak üzere bol miktarda hedef DNA parçaları elde edilir. 

(139,140). PCR reaksiyonunda ilk aĢamada çoğaltılacak olan çift zincirli DNA 90-

95ºC‘de yaklaĢık 5 dakika ısıtılmak suretiyle denatüre olur ve tek zincirli hale getirilir. 

Ġkinci adımda sıcaklık 50-70ºC arasında bir değere düĢürülerek (bağlanma sıcaklığı) 

primerlerin tek zincirli DNA‘ya bağlanması sağlanır. 15-30 nükleotid uzunluğunda olan 

yapay oligonükleotidlerden oluĢan bu primerler; çoğaltılacak DNA‘ nın 

sınırlandırılması için baĢlangıç noktası ve bitiĢ noktası olarak görev yaparlar. Üçüncü 

aĢama olan DNA sentezi aĢaması ise 70-75ºC sıcaklıkları arasında gerçekleĢir. DNA 

polimeraz enzimi, nükleotidleri 5‘ ucundan 3‘ ucuna doğru ekleyerek, primerlerin 

uzamasını sağlar ve hedef DNA'nın iki zincirli kopyasını oluĢturur (140). 

 

PCR reaksiyonu için kullanılan DNA polimeraz enzimi Thermus  aquaticus‘dan izole 

edilen ısıya dayanıklı Taq polimeraz enzimidir. Enzim, yüksek ısılarda iyi çalıĢması ve 

hızlı DNA sentezi yapması nedeni ile tercih edilmektedir. PCR‘dan iyi sonuç 
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alınabilmesi değiĢik faktörlere bağlıdır. Bu faktörler; reaksiyonun pH‘ı, kullanılan 

oligonükleotidlerin hedef DNA‘ya olan spesifikliği, sıcaklık değerleri ve reaksiyon için 

gerekli olan diğer kimyasal maddelerin konsantrasyonlarıdır. Taq DNA polimerazın iyi 

çalıĢabilmesi için en etkin olduğu pH‘ın tüm uygulama boyunca korunabilmesi en 

önemli faktörlerdendir. Bu amaçla reaksiyonlarda son konsantrasyon 10 mM olacak 

sekilde Tris.HCl pH:8.4 tampon olarak kullanılmaktadır. PCR karıĢımında 50-60mM 

düzeyinde potasyum ve 100 μg/ml jelatin bulunmasının çoğalmayı önemli miktarda 

artırdığı saptanmıĢtır. Magnezyum (Mg); +2 değerlikli olup DNA polimeraz‘ın 

çalıĢmasını sağlayan en önemli faktördür. Sahip olduğu pozitif yük sayesinde negatif 

yüklü DNA molekülleri arasına girerek oligonükleotidlerin DNA moleküllerine 

bağlanmasını kolaylaĢtırır. DNA, dNTP ve proteinlerin tümü magnezyum (Mg) 

iyonlarına bağlandığı için her PCR reaksiyonunda Mg konsantrasyonu ampirik olarak 

ayarlanmalıdır. Fazla Mg miktarı Taq DNA polimeraz enziminin spesifikliğini 

azaltırken, az miktarda olması enzim aktivitesini düĢürür ve enzim inaktivasyonuna yol 

açar (139). 

 

Reaksiyonun gerçekleĢmesi için gerekli bir diğer kimyasal dNTP‘lerdir. Reaksiyon 

içerisindeki son konsantrasyonları dNTP baĢına 2 mM olacak Ģekilde kullanılmalıdır. 

Reaksiyon sırasında ortamda dTTP, dCTP, dATP ve dGTP‘nin konsantrasyonlarının 

eĢit olması doğru ürün elde edilmesi açısından önemlidir. dNTP‘nin az miktarda 

kullanımı oluĢan PCR ürününün miktarının azalmasına; fazla miktarda kullanımı yanlıĢ 

oligonükleotid eĢleĢmesi sonucu hedef DNA dıĢındaki bölgelerin çoğalmasına neden 

olur  (140). 

 

PCR spesifikliğinde oligonükleotidlerin uzunlugu önemli yer tutar. Optimal uzunluk 

yaklaĢık 15-30 nükleotid olmalıdır. Oligoprimerlerin DNA‘ya bağlanma sıcaklığı 

kabaca Tm: 4(GC) + 2(AT) formülüyle hesaplanır.Bu değer oligonükleotidlerin 

nükleotid konsantrasyonlarına bağlıdır ve hesaplanan uygun sıcaklık değeri PCR 

spesifikliğini arttırmaktadır. Kullanılan oligonükleotidlerin nükleotid içerikleri rastgele 

ancak orantılı olmalıdır. Tekrarlayan diziler içermemeli, guanin sitozin oranı %50‘yi 

geçmemelidir. Oligonükleotid dizisinin çoğaltılması hedeflenen DNA bölgesi içinde 

sadece bir kez bulunmasına dikkat edilmelidir. Ayrıca, kullanılan oligonükleotid çiftinin 

uç bölgelerinde ve dizisi içerisinde birbirine uygunluk gösteren bölgeler 

bulunmamalıdır; aksi takdirde oligonükleotidin uç bölgeleri birbiri üzerine kıvrılarak ya 
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da uygunluk gösteren bölgeler birbirine bağlanarak PCR‘ ın olumsuz etkilenmesine 

neden olur (140). 

 

4.4. Tek Ġplikçikli Yapısal Polimorfizmi (Single Strand Conformation 

Polymorphism) (SSCP)  

Mutasyon belirlenmesinde kullanılan tekniklerden biri olan SSCP denatüre  olmayan 

jellerde tek iplikli DNA‘da oluĢan değiĢimin, jelde yürüme farklılığının belirlenmesine 

dayanır. Bu yöntem ile nükleotit dizisinde mutasyon ya da  polimorfizm sonucu 

oluĢmuĢ tek baz değiĢikliklerini belirlemek mümkündür (139).  

Tek zincirli DNA parçacığı bazı koĢullarda nükleotit dizisine bağlı olarak  belirli bir 

Ģekil alır. Bir baz değiĢimi DNA parçacığının konformasyonunun ve dolayısı ile 

elektroforetik hareket yeteneğinin değiĢmesine neden olur (140). SSCP ile mutasyon 

taraması yönteminde mutasyon taranacak DNA bölgesi  önce PCR ile çoğaltılır. 

Çoğaltılan DNA molekülleri yüksek ısı ile çift iplikli halden  tek iplikli hale getirilip, 

elektroforez jeline yüklenir. Poliakrilamid jel elektroforezinde göç hızlarına bakılarak 

sonuçlar değerlendirilir. Tek iplikli DNA‘nın  farklı bantlar göstermesi; mutasyon 

olabileceğinin göstergesidir.  

SSCP tekniği aynı anda birçok örnekte mutasyon taramasını sağladığından  moleküler 

genetik çalıĢmalarına hız kazandırmaktadır. Yöntemden en iyi Ģekilde sonuç alabilmek 

için, kullanılan PCR ürününün 100 bç‘ni geçmemesi gerekmektedir.  200 nükleotitlik 

bir dizide %90‘ın, 400 nükleotitlik bir dizide ise %80‘lik bir oranda mutasyonları 

yakalama Ģansı vardır (139) 

 

4.5. DNA Dizi Analizi 

DNA dizi analizi ya da ―Sequencing‖ DNA'nın nükleotid dizilerinin saptanması 

anlamına gelmektedir. Nükleotid dizilerinin saptanmasında Maxam-Gilbert kimyasal 

degredasyon yöntemi ve Sanger dideoksi enzimatik yöntemi olmak üzere iki temel 

teknik geliĢtirilmiĢtir. Her iki yönteminde dizi analizi yapılacak DNA‘nın hazırlanması, 

reaksiyonlar ve yüksek voltaj jel elektroforezi olmak üzere üç ana aĢaması 

bulunmaktadır. Allan Maxim ve Walter Gilbert kimyasal degredasyon yönteminde 

dizisi belirlenecek DNA parçacığının komplementer zincirleri ayrılıp zincirlerden biri 
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kullanılır.  Dizisi saptanacak zincir 5‘ucundan polinükleotid polinükleotid kinaz enzimi 

kullanılarak radyoaktif fosfor ile iĢaretlenir. Bu iĢaretlenen DNA parçası dört örnek 

olarak bölünür. Her örneğe, DNA'da ki bazlardan birisini tahrip edecek Ģekilde bir 

kimyasal madde eklenir. Reaksiyon için kısıtlı bir süre verilerek her tüpte farklı 

pozisyonlardaki hedef nükleotidlerden kırılmıĢ moleküller elde edilir. Sonuçta, kırıldığı 

noktaya göre, hepsi 5‘ ucundan iĢaretli ancak boyları farklı bir dizi parçacık elde edilir. 

Dört örnek karıĢımı daha sonra uzunluklarına göre elektroforetik olarak ayrılacakları 

poliakrilamid jel üzerinde, yan yana dört paralel kuyuya uygulanır. DNA parçalarının 

uçları radyoaktif olarak iĢaretli olduğu için otoradyografi ve elekroforez yöntemiyle 

sonuç alınır (141) 

 

Dideoksi ya da zincir sonlanma reaksiyonu olarak bilinen Fred Sanger ve  

arkadaĢlarının geliĢtirdiği ikinci yöntemde ise belirli bir bazda sonlanan bir DNA zinciri 

sentezi gerçekleĢmektedir. Dizisi saptanacak DNA zinciri yeni sentezlenecek DNA 

zinciri için kalıp olarak kullanılır. Bu yöntem için dizisi belirlenecek olan DNA ‗ya, 

dört farklı dNTPye, dört farklı ddNTPlere, reaksiyonu kataliz edecek  DNA polimeraz 

enzimine ve serbest OH grubu içeren primere ihtiyaç vardır. Ġlk olarak analiz için 

kullanılacak kalıp DNA asimetrik amplifikasyon yöntemiyle hazırlanır. Böylece daha 

fazla kalıp DNA elde edilir. PCR‘da oldugu gibi denatürasyon, yapıĢma, uzama 

sikluslarının belirli sayıda tekrarlanmasıyla gerçekleĢtirilir (138). Yöntemde kullanılan 

ddNTP‘lerin 3‘ ucunda hidroksil (OH) grubu bulunmamaktadır. Bu durumda molekül 

yeni sentezlenen DNA‘ya katılır ancak 3‘-OH grubu taĢımadığı için kendisine nükleotid 

ilave edilemez ve zincir sentezi sonlanarak bir DNA parçacığı elde edilir. Deneyde, dört 

reaksiyon karıĢımı hazırlanır. Her bir reaksiyon karısımı kalıp DNA zinciri, uygun 

primer, radyoaktif nükleotid trifosfatların dördü ve az miktarda ddNTP‘den sadece 

birini içerir. Zincir sonlanması için dört reaksiyon tüpünde farklı bir ddNTP bulunur. 

Elektroforez sonrası DNA bantları otoradyografi ile görüntülenir. Bu bantlar yukarıdan 

aĢağıya doğru okunarak dizi saptanır. (139) 

 

Günümüzde DNA dizi analizi için Sanger‘in enzimatik yöntemi esasına dayalı tam 

otomatik kapiller sistemli çalıĢan DNA dizi analiz cihazları, radyoaktif izotoplar yerine 

ise floresan boyalar kullanılmaktadır. (141) Sistem sahip olduğu lazer ıĢığı 

teknolojisiyle farklı özellikteki floresan boyaları algılar, her nükleotid için ayrı renkte 

bir pik oluĢturarak nükleotid dizisini belirler. 
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5. MATERYAL VE YÖNTEMLER 

5.1. MATERYAL 

5.1.1.ÇalıĢma Grubunun OluĢturulması 

Bu çalıĢma Ankara Üniversitesi Tıp Fakültesi Çocuk Sağlığı ve Hastalıkları Anabilim 

Dalı, Pediatrik Moleküler  Genetik Laboratuvarı‘nda gerçekleĢtirilmiĢtir. ÇalıĢmaya 

pediatrik stroke (inme), homosisteinüri ve nadir görülen hematolojik hastalıklar 

kapsamında yeralan afibrinojenemi, Faktör V-Faktör VIII kombine eksikliği, dev 

trombosit sendromu (makrotrombositopeni) ve Glanzmann trombasteni tanısı alan 

hastalar dahil edilmiĢtir. Bu hastaların kanları Ankara Üniversitesi Tıp Fakültesi 

Pediatrik Hematoloji Bilim Dalları dıĢında, Kocaeli Üniversitesi Tıp Fakültesi Çocuk 

Hematoloji Bilim Dalı, Ġstanbul ġiĢli Etfal Hastanesi Hematoloji Bilim Dalı,  Van 

Yüzüncü Yıl Üniversitesi Çocuk Sağlığı ve Hastalıkları Anabilim Dalı, Ġzmir Dr. 

Behçet Uz Çocuk Eğitim ve AraĢtırma Hastanesi Hematoloji Bilim Dalı ve Konya 

Selçuk Üniversitesi Pediatrik Hematoloji Bilim Dalı ile TOBB-ETU Hastanesi Çocuk 

Sağlığı ve Hastalıkları bölümünden laboratuvarımıza yollanmıĢtır. DNA'ları çalıĢılacak 

bireylerin çalıĢmaya dahil edilmelerine dair onam formları kendilerinden ve/veya 

ebeveynlerinden alınmıĢtır. 

 

5.2. YÖNTEMLER 

 

5.2.1 DNA Ġzolasyonu 

 

DNA izolasyonu klasik fenol- kloroform yöntemiyle gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu yöntem 

kapsamında;  hastaların kanları 1 cc  0,5 M EDTA‘lı (Etilendiamintetraasetikasit, 

Sigma, ABD) tüpler içerisine 9 cc olarak alınır. 50 cc‘lik falkon tüpe konularak üzerine 

( 1/2,5 oranında)  25 cc RBC (Red Blood Cell) lizis solüsyonu [155 mM Amonyum 

Klorür (NH4Cl) (Merck,Darmstadt, Almanya), 10 mM Potasyum Bikarbonat (KHCO3) 

(Merck, Darmstadt, Almanya), 0,5 M EDTA] ilave edilerek 20 dk buzda bekletilir. 

+4
o
C, 4000 rpm‘de 15 dk santrifüj (Hettich, Almanya) edildikten sonra süpernatant 

dökülür, çökelek üzerine tekrar RBC lizis solüsyonu ilave edilir. RBC lizis solüsyonu 

ile yıkama iĢlemine tüm eritrositler lize oluncaya kadar  yani pellet beyaz renk alıncaya 

kadar devam edilir. Kırmızı küreler elimine edildikten sonra geriye çekirdekli hücreler 
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olan lökositler kalır ve dipte kalan pelletin (lökosit) üzerine 1000 µL RBC lizis 

solüsyonu eklenir. Tüp iyice karıĢtırılarak pelletin üzerine eklenen solüsyon içerisinde 

iyice çözünmesi sağlanır. Bu karıĢımın 800 µL‘si ependorf tüpüne alınarak -20°C‘de 

stok olarak saklanır. Geriye kalan 200 µL bir ependorf tüpüne alınarak üzerine 20 μg/ml 

olacak Ģekilde Proteinaz K enzimi (Quantum, Montreuil, Fransa), son konsantrasyonu 

%0,5 olacak Ģekilde de %10‘luk SDS  (Sodyum Dodesil Sülfat, Sigma, ABD) ve lökosit 

hacminin 2,5 katı kadar Nükleaz Tamponu [10 mM Tris-HCl pH: 7,5 (Tris Base, Owl 

Scientific, ABD-HCl, Merck, Almanya), 400 mM NaCl (Merck, Darmstadt, Almanya), 

2 mM EDTA ilave edilir, 56
o
C‘lik su banyosunda (Nüve, Türkiye) bir gece bekletilir. 

 

Ertesi gün 1:1 oranında Fenol/Kloroform 25:24:1 oranlarıyla sırasıyla; Fenol (Merck, 

Almanya):Kloroform (Merck, Almanya):Ġzoamilalkol (Merck, Almanya) ilave edilerek  

10 dk boyunca elde iyice çalkalanır. 10 dk çalkaladıktan sonra 15 dk buza gömülü 

olarak bekletilir. Daha sonra +4
o
C, 4000 rpm‘de 20 dk santrifüj edildiğinde belirgin iki 

faz ayrılır. Üstteki faz yani süpernatant dikkatlice baĢka bir tüpe alınır ve üzerine 

miktarın 1/10‘u oranında 2 M Sodyum Asetat (C2H3O2Na) (Sigma, ABD) ve toplam 

hacmin 2 katı kadar %95‘lik alkol (Tekel, Türkiye) ilave edilir. Ependorf tüpü ters düz 

edilerek DNA‘nın görünür hale getirilmesi sağlanır. Ardından tüp -20 °C‘de bir gece 

bekletilir. Ertesi gün +4
o
C, 4000 rpm‘de 15 dk santrifüj edilir. Dikkatli bir Ģekilde 

süpernatant dökülür, DNA dipte pellet halindedir. Tüp ağzı açık 10 dk kurutulur. 

Kurutulan DNA 500 ml %70‘lik etanol ile tekrar santrifüj edilir. Süpernatant dökülür ve 

tüpler kurutma kağıdı üzerinde kapakları  açık bir Ģekilde kurumaya bırakılır. Alkol 

iyice uçtuktan sonra yani etanol kokusu tümüyle gittikten sonra DNA üzerine TE 

solüsyonu (10 mM Tris-HCl ve 1 mM EDTA) eklenerek bir gece 37
o
C‘lik su 

banyosunda bekletilerek çözülür. TE içerisinde çözünen DNA +4
o
C‘de veya -20

 o
C 

saklanır. 
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5.2.2. DNA’ nın Spektrofotometrik Analizi 

DNA örneklerinin saflığı ve konsantrasyonunun belirlenmesi için spektrofotometre 

(NanoDrop ND 1000, ABD) kullanılarak ölçüm yapılır. 260 nm DNA‘nın, 280 nm 

proteinin ve 230 nm ise fenolün maksimum absorbans verdiği dalga boyudur. DNA‘nın 

saflığı değerlendirilirken A260/A280 ve A260/A230 oranlarına bakılmaktadır. 260/280 

oranının ~1,8 ve A260/ A230 oranının ise 1,8-2,2 olması DNA‘nın saf olduğunu 

göstermektedir. Protein, fenol veya diğer kontaminantların varlığı durumunda ise 

oranlar farklılık göstermektedir. 

5.2.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) 

 

PCR ile genlerde hedeflenen bölgelerin çoğaltılması amaçlanmıĢtır. Bu çalıĢmada 

pediatrik stroke hastalarında PCI (SERPINA5) geni, homosisteinürili hastalarda CBS 

geni, FV-FVIII kombine eksikliği görülen hastalarda ERGIC-53 ve MCFD2 genleri, 

afibrinojenemili hastalarda FGB geni, dev trombosit sendromlu hastalarda MYH9 geni,  

Glanzmann trombasteni tanısı alan hastalarda GpIIB ve GpIIIA genlerinin taranması 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu genlerin PCR ile çoğaltılması için özgün primerler 

tasarlanmıĢtır. Primer tasarımında Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/) programı 

kullanılmıĢtır. Tasarlanan primerlerin özgüllüğünün kontrolü için NCBI ( National 

Center for Biotechnology) veritabanında yeralan Blast (http://blast.ncbi.nlm.gov/Blast) 

seçeneği kullanılmıĢtır. Primer-BLAST alt seçeneğinde yeralan forward-reverse (ileri-

geri) primer çiftlerinin insan genomunda hangi bölgeleri çoğalttığının belirlenmesi ve 

hedef amplikonun dizisi ile kıyaslanmak suretiyle primerlerin özgüllüğü kontrol 

edilmiĢtir.  Uygun primer çiftleri kullanılarak PCI geninde 5 ekzon , CBS geninde 18 

ekzon, ERGIC-53 geninde 13 ekzon, MCFD2 geninde 5 ekzon, FBG geninde 8 ekzon, 

MYH9 ekzonunda 7 ekzon,  GpIIB (ITGA2B) geninde 35 ekzon ve GpIIIA geninde 4 

ekzonun amplifikasyonları gerçekleĢtirilmiĢtir.  

 

5.2.3.1. PCI (SERPINA5) Geni Mutasyon Analizi 

 

PCI (SERPINA5) geninin 5 bölgesi için her biri 0.1 μg/ml konsantrasyonunda iki 

primer seti kullanıldı. PCR için kullanılan primer setleri ve erime sıcaklıkları aĢağıdaki 

tabloda listelenmiĢtir: 

 

http://frodo.wi.mit.edu/
http://blast.ncbi.nlm.gov/Blast
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Çizelge 5.1. PCI genine ait 5 ekzonun amplifikasyonu için kullanılan primer setleri  

 

 Forward Primers Reverse Primers Erime 

Sıcaklığı 

Exon1 5’CACAGTAAGTACCGATGCCG 3’  5’AGATGTCACTAACCCCCACC 3’    57 

Exon2 5’GGGACATCTCTGGAAAGTCAG 

3’ 

5’CCCCGTCTTTTATGTATGTGAG 3’    55 

Exon3 5’TGTCTTCACTCCTTTTATTTGC3’ 5’GACTTGGATGTCACAGGATG 3’    54 

Exon4 5’ATTATGAATCCAAGGGGTGA 3’ 5’GGAATGAAATGGGGTAGAGTAG3’    50 

Exon5 5’TTAGAGGTTGATGCCCATAGG 3’ 5’GGAGTCTTATGAGGGGCAAA 3’    58 

 

 

PCR reaksiyonu son hacim 50 μl olacak Ģekilde kurulmuĢ olup 5 μl 10X PCR tamponu 

(1,25 ml(NH4)2SO4) (Fermentas, Litvanya); 1 μl 25mM MgCl2 (Fermentas, Litvanya); 

son konsantrasyon 2 mM olacak Ģekilde dATP, dGTP, dCTP, dTTP karıĢımı 

(Fermentas, Litvanya); 1 μl 10mM ileri (forward) primer (Metabion, Almanya); 1 μl 10 

mM geri (reverse) primer (Metabion, Almanya); 5u/μl Taq polimeraz (Fermentas, 

Litvanya); 100 ng kalıp DNA (50ng/μl DNA‘dan 2 μl) ve double distile su (ddH2O)‘dan 

oluĢmaktadır. Ayrıca ekzon 4 ve ekzon 5 için ekstra bantları engellemek amacıyla 

standard PCR bileĢenlerine ek olarak son hacmin %10‘u kadar Betain (Sigma, ABD), 

DMSO (Sigma, ABD) kullanılmıĢtır. PCR reaksiyonu yukarıdaki çizelgede belirlenen 

sıcaklık derecelerinde ve belirlenen protokolde Biorad (Biorad, ABD) cihazında 

gerçekleĢtirilmiĢtir. 
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5.2.3.2. CBS Geni Mutasyon Analizi 

 

CBS geninin 18 ekzonu için her biri 0.1 μg/ml konsantrasyonunda iki primer seti 

kullanıldı. 

 

Çizelge 5.2. CBS genine ait 18 ekzonun amplifikasyonu için kullanılan primer setleri 

 

   Forward (Ġleri) Primer   Reverse (Geri) Primer Erime 

Sıcaklığı 

Ekzon1 5‘GGGAACCCCACAGCATCCGAG3‘ 5‘TCAGCCCTCTTGTGATCAAAAGC3‘ 55 

Ekzon2 5‘TTTCCAGTTCTTCGAGTGTTG3‘ 5‘GGCCACTCATTAACCAGCGA3‘ 57 

Ekzon3      5‘TTTTCAGAACCCACAGACC3‘ 5‘TCAAAGGAAGCTAGGTTGG3‘ 57 

Ekzon 4-6 5‘GGCCCCTCTCACCCTCTG3‘ 5‘GGTTCTGAAGGGTGAATAGG3‘ 59 

Ekzon7 5‘ACTTTTTGGTTACCCACCG3‘ 5‘CCTTGTCTTCCCAAACACC3‘ 57 

Ekzon 8 5‘CTGAACATTTAGGTCATTACC3‘ 5‘TTTCACACGTTTTCCCTGC3‘ 58 

Ekzon 9 5‘TGTCTGCAAAACGTGTTGG3‘ 5‘AGCTTCAGCCTTGTTCTAG3‘ 60 

Ekzon 10 5‘CATGCTCCCATGCGTGCACGTGC3‘ 5‘GCAGGATGGAGAGGAGCAGGG3‘ 55 

Ekzon11-12 5‘CAGTGAGGTCCAGGAGAG3‘ 5‘AGACAGAACCCAGGACTG3‘ 52 

Ekzon13 5‘CGCTGACCCCTGCCTGCCC3‘ 5‘GCCTGTAGGTGACTGCGCATC3‘ 56 

Ekzon 14 5‘ACTCCACAGAAAACTCGTG3‘ 5‘TAAAGACTGGGTGTCACTG3‘ 63 

Ekzon15 5‘CAAGTCTAACCCCATCTCC3‘ 5‘AAGTAAATGTGAGATTAAGAGG3‘ 61 

Ekzon 16 5‘AAAAAAAAAAAGGAACACAGCC3‘ 5‘GAAAGCGAAGGAGAAGTGG3‘ 57 

 

 

Diğer PCR komponentleri ise; 5 μl 10X PCR tamponu tamponu (1,25 ml(NH4)2SO4) 

(Fermentas, Litvanya); 1 μl 25mM MgCl2 (Fermentas, Litvanya); son konsantrasyon 2 

mM olacak Ģekilde dATP, dGTP, dCTP, dTTP karıĢımı (Fermentas, Litvanya); 5u/μl 

Taq polimeraz (Fermentas, Litvanya); 100 ng kalıp DNA (50ng/μl DNA‘dan 2 μl) 

oluĢmaktadır ve son hacim 50 μl olacak Ģekilde double distile su (ddH2O) ile 

tamamlanarak PCR gerçekleĢtirilmektedir. 
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5.2.3.3. ERGIC-53 (LMAN1) Geni Mutasyon Analizi  

13 ekzondan oluĢan ERGIC-53 geni için aĢağıdaki çizelgede belirtilen her biri  0.1 

μg/ml konsantrasyonunda olan primerler kullanılarak PCR reaksiyonu kurulmuĢtur. 

 

Çizelge 5.3. ERGIC-53 genine ait 13 ekzonun amplifikasyonu için kullanılan primer 

setleri 

 

 Forward (Ġleri) Primer Reverse (Geri) Primer Erime 

Sıcaklığı 

Ekzon 1 5‘ TCGCGTTCCAGAATCCAA 3‘ 5‘ TCAGCACACCAGGGTAGC 3‘ 55 

Ekzon2 5‘ CAGTTTGGAAATGTACATTGAG 3‘ 5‘GGGAACAGTTAGAGGCTAG 3‘ 55 

Ekzon 3 5‘ CATGCCTCTAACTGTTCCC-3‘ 5‘ CTCACAGCCTAACTCTGTTG- 49 

Ekzon 4 5‘ TGTAAGTCACTCATAGTAC 3‘  5‘ CAATGTATTTCATAAGGATTCC 3‘ 57 

Ekzon 5 5‘ TGAAAAGCTGA TGTCTTGT 3‘ 5‘ GAAAAGTGATACTGTAACATTG 3‘ 57 

Ekzon 6 5‘GAAACAAAACTGAATAGTAGTC 3‘  5‘ 

ACAAGTCTACATATCCCTAA(AGC)3‘ 

58 

Ekzon 7 5‘ AGAGTGCCATTGCCTTTACC 3‘ 5‘ CAAACCTAAGTTAGTCTTCC 3‘ 60 

Ekzon 8 5‘ CATGTATAGAGATATCTTAATG 3‘  5‘ GTCCATGATCAACAGCCTC 3‘ 59 

Ekzon 9 5‘ CACTTTGGTCACTTACGTTA 3‘ 5‘ TCTATGAGCACATAGTACAG 3‘ 62 

Ekzon 10 5‘ GGGAAGTAAAGAAGAAGGGC 3‘  5‘ AATCACATAACACACAAACG 3‘ 55 

Ekzon 11 5‘ GTGATTTTATTGTATCAAGAG 3‘  5‘ AGTATGAGTTCTTCCTTTCC 3‘ 58 

Ekzon 12 5‘ GGGGATAGAAGGTTTTCTGG 3‘ 5‘ GAACATAGATAACTTAGTTG 3‘ 58 

Ekzon 13 5‘ CTGTTCATTTCAGTTCACAT 3‘  5‘AATTCCCTCAAAACGACATC 3‘ 58 

 

Diğer PCR komponentleri ise son hacim 50 μl olacak Ģekilde  5 μl 10X PCR 

tamponu tamponu (1,25 ml(NH4)2SO4) (Fermentas, Litvanya); 1 μl 25mM MgCl2 

(Fermentas, Litvanya); son konsantrasyon 2 mM olacak Ģekilde dATP, dGTP, dCTP, 

dTTP karıĢımı (Fermentas, Litvanya); 5u/μl Taq polimeraz (Fermentas, Litvanya); 

100 ng kalıp DNA (50ng/μl DNA‘dan 2 μl) ve  double distile su (ddH2O)‘dan 

oluĢmaktadır. PCR reaksiyonlarında DMSO ve Betain (Sigma, ABD)‘den de 

kullanılarak reaksiyon güçlendirilmiĢtir. 



 66 

5.2.3.4. MCFD2 Geni Mutasyon Analizi 

 

ERGIC-53 geniyle iliĢkili olan MCFD2 geni 14 ekzondan oluĢmaktadır. Bu çalıĢmada 

mutasyon sıklığı en fazla görülen 5 ekzon çalıĢmaya dahil edilmiĢtir. Ve ilgili primer 

setlerinin her biri 0.1 μg/ml konsantrasyonunda olup aĢağıdaki çizelgedeki gibidir: 

 

Çizelge 5.4. MCFD2 genine ait 5 ekzonun amplifikasyonu için kullanılan primer 

setleri 

 

  Forward (Ġleri) Primer  Reverse (Geri) Primer Erime Sıcaklığı 

Ekzon 1 5‘ TATGGATAGGAAGGGCCTCA 3‘ 5‘ TTCTTGGGTCATACGCCTATCT 3‘ 55 

Ekzon 3 5‘ GTCAGTCCCGCCAGTGCT 3‘ 5‘ CTTACGGTCTCCGAAGCAGA 3‘ 58 

Ekzon 5 5‘ TAGATCCGCTGTGGGATAGG 3‘ 5‘ TTCTGCAAAGGGACTTCAGG 3‘ 57 

Ekzon 8 5‘ CACAGTGCACGACCAAGAGT 3‘ 5‘ GGCCTAAAGATCTTCCACCTG 3‘ 55 

Ekzon 9 5‘ CTGTCAATTGGCCTGAACCT 3‘ 5‘ GAGTTCAAGACCAGCCTTGG 3‘ 64 

 

 

Bu primer setlerinden 2 μl kullanılarak son hacim 50 μl olacak Ģekilde 5 μl 10X PCR 

tamponu (Fermentas, Litvanya); 1 μl 25mM MgCl2 (Fermentas, Litvanya); son 

konsantrasyon 2 mM olacak Ģekilde dATP, dGTP, dCTP, dTTP karıĢımı (Fermentas, 

Litvanya); 5u/μl Taq polimeraz (Fermentas, Litvanya); 100 ng kalıp DNA (50ng/μl 

DNA‘dan 2 μl) ve double distile su (ddH2O)  ile PCR reaksiyonu belirtilen sıcaklıklarda 

Biometra cihazında gerçekleĢtirilmiĢtir. 

 

5.2.3.5. FGB Geni Mutasyon Analizi 

 

FGB geninde yeralan 8 ekzon için aĢağıda belirtilen primer çiftlerinden 0.1 μg/ml 

konsantrasyonunda kullanılarak PCR reaksiyonu gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu reaksiyonda 5 

μl 10X PCR+ MgCl2 tamponu (Bioron,Almanya), 2mM dNTP (Fermentas, Litvanya), 2 

μl ileri ve geri primerler, 0.2 μl Taq polimeraz (Fermentas, Litvanya) ve 100 ng kalıp 

DNA (50ng/μl DNA‘dan 2 μl) ve distile su kullanılmıĢtır. Reaksiyonlar her ekzon için  

genel olarak 94
o
C‘de 5 dakika, bunu izleyen 35 siklusta; 95

o
C‘de 1 dakika, tabloda 
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belirtilen erime sıcaklıklarında 1 dakika, 72
o
C‘de 1 dakika, son siklusta 72

o
C‘de 10 

dakika olarak belirlenen protokolle PCR cihazında gerçekleĢtirilmiĢtir. (Biorad,USA) 

Çizelge 5.5. FGB genine ait 8 ekzonun amplifikasyonu için kullanılan primer setleri 

 

  Forward (Ġleri) Primer Reverse (Geri) Primer Erime 

Sıcaklığı 

Ekzon 

1 

5‘ GGTTCAGCCAACAAGTGAACCAA 3‘ 5‘CTACTAATAATATAATAATGC 3‘ 58 

Ekzon 

2 

5‘GTTACATTCCAAATCTTCTATAACAC3‘ 5‘CATGAGAGAGCCACCACTGCA 

3‘ 

55 

Ekzon 

3 

5‘ GTCCATGACCCAAATCCTTCAT3‘ 5‘GTCTAACGGTTCCAATTTTATA 

3‘ 

55 

Ekzon 

4 

5‘GTTTTATGAGGCAAAAATGC 3‘ 5‘GGTGTGTGAGTTCTTCTGG 3‘ 62 

Ekzon 

5 

5‘ GGTGACTAAATACAAAGTAAT 3‘ 5‘CAGATCAACAGGTCAACAAC 3‘  63 

Ekzon 

6 

5‘GCTGTTGGTTAATATATGCTC 3‘ 5‘TTAGCTTCCACATTTTTGTC 3‘ 50 

Ekzon 

7 

5‘ GACAAAAATGTGGAAGCTAA 3‘ 5‘GCAGGAGCAAAGAGTGCCAC 3‘ 57 

Ekzon 

8 

5‘AACGTAACTTGACCACCGTA 3‘ 5‘ ATGTTGTCACATACAGAAGAG 

3‘ 

57 

 

 

5.2.3.6. MYH9 Geni Mutasyon Analizi 

 

MYH9  geni 44 ekzondan oluĢmaktadır, bu çalıĢmada daha önceki çalıĢmalarda elde 

edilen sonuçlara dayanarak, mutasyon sıklığı en çok olan 7 bölge çalıĢılmıĢtır. Bu 

bölgelere ait primerler çizelgede gösterilmiĢtir. 

 

Çizelge 5.6. MYH9 genine ait 7 ekzonun amplifikasyonu için kullanılan primer setleri 

 

 Forward (Ġleri) Primer Reverse (Geri) Primer Uzunluk Erime 

Sıcaklığı 

Ekzon 1 5‘ TGCCAGAAGCTGGTATGG 3‘ 5‘ TAACGCTCCTTGAGGTTGTG 3‘ 234 62.7 

Ekzon 16 5‘TGTTCTAGGCATGTTCTAGGCA 3‘ 5‘ TTCTACATGGATGGAGGACG 3‘ 295 64.6 

Ekzon 25 5‘ GCAAATCTGCTCCTTGGAG 3‘ 5‘ AGCCAGGTCCTTCAACAGAC 3‘ 470 60.8 
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Ekzon 26 5‘ CTCTTTGGTCAGGGAAGAGC 3‘ 5‘ AACCAGGCAGTTGGGTAGAAC 3‘ 510 61.3 

Ekzon 30 5‘ GGAAACTGCTGAGGAGGTGA 3‘ 5‘ AGAGGAAATGCAAGGATGG 3‘ 242 62.8 

Ekzon 38 5‘ GTCCTGGTTAGGGCTTGTTG 3‘  5‘ TGTGCAGTCCTTTCTTGGTG 3‘ 607 63.1 

Ekzon 40 5‘ TGCTTCTTTCTGGTGGGAG 3‘ 5‘ ACAGCAGTCCCAAGAAGGTG 3‘ 353 63.1 

 

 

10pmol/ l olan bu primerlerden 2 μl,  10X PCR tamponundan (Fermentas, Litvanya) 2,5 

μl ; 25mM MgCl2 (Fermentas, Litvanya)‘den 2 μl ; 10 mM dNTP karıĢımı‘ndan 

(Fermentas, Litvanya) 0,5 μl ; 5u/ μl Taq polimeraz  (Fermentas, Litvanya), 100 ng 

kalıp DNA‘dan 1-3 μl kullanarak PCR reaksiyonu double distile su (ddH2O) ile son 

hacim 50 μl‘e tamamlanarak yukarıda belirtilen sıcaklık Ģartlarında PCR cihazında 

(Techne; Ġngiltere) belirlenen protokollerde gerçekleĢtirildi. 

 

4.2.3.7.  GpIIB (ITGA2B) Geni Mutasyon Analizi 

 

GpIIB (ITGA2B) geni 35 bölgeden oluĢmaktadır. Bu geni PCR ile amplifiye ederken 

daha verimli sonuç alabilmek için baz çifti bakımından büyük olan bölgeler daha 

küçültülerek (promotor bölgesi, ekzon 4, ekzon12, ekzon13) küçük olan bölgeler ise 

birleĢtirilerek bu bölgelere göre primer tasarımı yapılmıĢtır ( ekzon 9 ve 10, ekzon 14 ve 

15, ekzon 16 ve 17, ekzon 23 ve 24). 

PCR reaksiyonu aĢağıdaki çizelgede belirtilen 10pmol/l olarak hazırlanan primerlerden 

2 μl kullanılarak son hacim 50 μl olacak Ģekilde 5 μl 10X PCR tamponu (Fermentas, 

Litvanya); 1 μl 25mM MgCl2 (Fermentas, Litvanya); son konsantrasyon 2 mM olacak 

Ģekilde dATP, dGTP, dCTP, dTTP karıĢımı (Fermentas, Litvanya); 5u/μl Taq polimeraz 

(Fermentas, Litvanya); 100 ng kalıp DNA (50ng/μl DNA‘dan 2 μl) ve double distile su 

(ddH2O) belirtilen sıcaklıklarda Biorad cihazında (Biorad, USA) ilgili sıcaklıklarda 

gerçekleĢtirilmiĢtir. 
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Çizelge 5.7. GpIIB genine ait 35 bölgenin amplifikasyonu için kullanılan primer setleri 

 

           Bölge          Forward ( Ġleri) Primer            Reverse (Geri) Primer Erime 

Sıcaklığı 

Promotor-a 5‘AAGCTTGGCTCAAGACGGAG (GCC 3‘ 5‘TACTACCACCGTGCTAGTCC 3‘ 55.3 

Promotor-b 5‘GGTAAAGATTCAAGAGACAT (GCC) 3‘ 5‘TCAGATTCCTCCACAGGAAG 3‘ 55.3 

Promotor-c 5‘GAAGGGAAGGAGGAGGAGCT (GCC)5 3‘ 5‘ CTTCCCTTACGGCTCACCTC 3‘ 

 

55.3 

Ekzon 1 5‘ CTGGAATCTGCGCGGCGCTC 3‘ 5‘(GCC)5GGGCAGTCCACGTCCCG 3‘ 57 

Ekzon 2 5‘CCCCACCCCTTCTTGTGCCT (GCC)5 3‘ 5‘ GCCCCCGATTGTTCCCTGTG 3‘ 

 

59 

Ekzon 3 5‘ AGGAGGAGCCCAAGTCTCGC (GCC)5- 3‘ 5‘ ATCATTTTCCACGTAAATGC 3‘ 

 

59 

Ekzon 4-1 5‘ GAGTACTCCCCCTGTCGCGG 3‘ 5‘ AAAGCAAGGGCTGCGGCGCT 3‘ 58 

Ekzon 4-2 5‘GCGCGCGCCTCCCTTCACCC 3‘ 5‘ GGGGGCCCTGTTTGGGAGCC 3‘ 

 

58 

Ekzon 5 5‘ GGGCGGCTCCCAAACAGGGC (GCC)5-3‘ 5‘ TGGGCGGTGACCCTCGGGGT 3‘ 57 

Ekzon 6+7 5‘CCCCTCTGTGCTTCCTCCCC 3‘ 5‘ TCCTCCCCGGGCTGGGCTAC 3‘ 

 

61.5 

Ekzon 8 5‘ (GCC)5-CATTCCCTGAGCCTGGCTCT 3‘ 5‘ AGCCACGCCCACTGGGACCT 3‘ 

 

60 

Ekzon 9+10 5‘ AAGAGGATGCTTGTCCAGCG3‘ 5‘CTGGTAATTTGGGACCCAAC3‘ 58 

Ekzon 11 5‘ (GCC)5-CCAATATACCCCTGGTCCAG3‘  5‘AGAGCTGTGTGCCAGTCAGC3‘ 58 

Ekzon 12-1 5‘GCAGCCGCGAGGCCCCCACG (GCC)53‘ 5‘AGTGGCTGTTAACCCCTCTG3‘ 50 

Ekozn 12-2 5‘CCACACTTTGCACCCCTTTC (GCC)5-3‘ 5‘GTCCAAGGGCCTTTCTTGGG3‘ 50 

Ekzon13-1 5‘AGGGAGGCTGAATAACAATC (GCC)53‘ 5‘GTCCAAGGGCCTTTCTTGGG3‘ 52 

Ekzon 13-2 5‘AACCTCCAGTGGGGGAGGTG (GCC)53‘ 5‘CTGAGGTCCCAGATCCTTTA3‘ 52 

Ekozn  14+15 5‘GGGACCTCAGAAAGGCTCCA (GCC)5-3‘ 5‘GTGGGTAAGTTCTACTCTCCG3‘ 54 

Ekzon 16+17 5‘GCC)5-GTGGGATGTGTATGGTAGC3‘ 5‘ (TTGCTATCAGGGGTCCTGCA3‘ 55 

Ekzon 18 GCC)5-AAACCTCACACATCCCCAAC3‘ 5‘GTATGATAGGCAGAAAGGGC3‘ 55 

Ekzon 19 5‘CAGGCTCCCTGGCTTCACTC (GCC)53‘ 5‘CTCCAGTGCCTCCCAGGTCC3‘ 

 

55 

Ekzon 20 5‘ATATATATATGATGCTCTGT3‘ 5‘TTATTCATGAGCCCCTGGTG3‘ 60 

Ekzon 21 5‘ (GCC)5-ATCAGAAGAAGGAGAATGAG3‘ 5‘TTATTCATGAGCCCCTGGTG3‘ 

 

59 

Ekzon 22 5‘ (GCC)5-AAGACTGGAGGCCACATTCA3‘ 5‘GCTCTGCACGGGGGTCAGAC3‘ 

 

59 

Ekzon23+24 5‘GCC)5-ACTGGGCTGGTGTCCCTGGC3‘ 5‘AGTTCTGAGGACCCGCTCAC3‘ 

 

52 
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Ekzon 25 5‘CCGGGTGAGGCGCTAAGCTC (GCC)53‘ 5‘TGGTTGGTCTGGGGCCGCCT3‘ 

 

55 

Ekzon 26 5‘GGTTCGGGGGAGACCTGGGC (GCC)53‘ 5‘-GCCCGAGACCAGAGAGCCTGC3‘ 50 

Ekzon 27 5‘GTAAGGGGGTGGGGGATGAT3‘ 5‘ CCCTCCCAGAGCAAAGTGGT3‘ 

 

62 

Ekzon 28 5‘ (GCC)5-CCAATAGGCCTCTTGTGGGTG3‘ 5‘GGACAATGGGTCCTGCAGGA3‘ 

 

63.5 

Ekzon 29 5‘(GCC)5-TCTTTGTGAAAGGCAGGTGT3‘ 5‘AGGGCAGAGCCAAGCCTGTG3‘ 

 

64 

Ekzon  30 5‘TCATCTGTATACCCTGACCT (GCC)53‘ 5‘ CACGCCCAACCCTCCTGCTA3‘ 

 

57 

     

 

5.2.3.8. GpIIIA (ITGB3) Geni Mutasyon Analizi 

 

GPIIB ile iliĢkili bir gen olan GPIIIA geni 32 ekzondan oluĢmaktadır. Daha önceki 

çalıĢmalarda elde edilen değiĢimlere dayanarak mutasyon sıklığı en çok olan 4 bölge 

belirlenmiĢ ve bu çalıĢmaya dahil edilmiĢtir. AĢağıdaki çizelgede belirtilen 10 pmol/l lik 

primer setleri ile PCR reaksiyonu kurulmuĢtur. PCR reaksiyonunda yeralan diğer 

komponentler; son konsantrasyon 2 mM olacak Ģekilde dATP, dGTP, dCTP, dTTP 

karıĢımı (Fermentas, Litvanya), Taq DNA Polimeraz (Fermentas, Litvanya), 10 mM 

Tris-HCl (oda sıcaklığında pH: 9,0), 50 mM KCl ve %0,1 Triton®, 25 mM MgCl2’dir. 

Son hacim 50 μl’ye distile su ile tamamlanarak polimeraz zincir reaksiyonu 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Sıcaklık Ģartları; 95
o
C‘de 5 dakika, bunu izleyen 34 siklusta; 

95
o
C‘de 1 dakika, her primer setine göre belirlenen erime sıcaklıklarında  1 dakika, 

72
o
C‘de 1 dakika ve  72

o
C‘de 10 dakika, olarak PCR cihazında gerçekleĢtirilmiĢtir 

(Biometra, Almanya) 

 

Çizelge 5.8. GpIIIA genine ait 4 ekzonun amplifikasyonu için kullanılan primer setleri 

 

Bölge    Forward (Ġleri) Primer Reverse (Geri) Primer Erime 

Sıcaklığı 

Ekzon 3 5‘ GTCGCCATAGTTCTGATTGC 3‘ 5‘ GCTTCAGGTCTCTCCCCGCA 3‘ 58 

Ekzon 5 5‘CCATGAAGGTGTCTGCTTAA3‘ 5‘CTATGCCAGCCACACCTGGC 3‘ 60.5 

Ekzon 10 5‘CAAGGACAGCCTGATCGTCC 3‘ 5‘GGTATATGAGGGGTGTGGGT 

3‘ 

54 

Ekzon 11 5‘ TGGAGTGGAGCTCTCGCCAG 3‘ 

 

5‘ GGATCCTCTCCTACCTCCCA 3‘ 59 

 

5.3. Agaroz Jel Elektroforezi 
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Agaroz (Sigma, ABD) kullanılacağı amaca uygun olarak belirli yüzdelerde hazırlanır. 

Bu çalıĢmada PCR ürünleri  %2‘lik agaroz jel elektroforezi ile değerlendirilmiĢtir. 

%2‘lik agaroz jel için 3 g agaroz tartılıp, TBE (Tris-Borik asit-EDTA) 1X solüsyonu ile 

150 ml‘ye tamamlanmıĢtır. TBE 1X solüsyonu; TBE 5X solüsyonunun 1/5 oranında 

ddH2O ile seyreltilmesiyle hazırlanmıĢtır. TBE 5X solüsyonu; 54 g Trizma® (Sigma, 

ABD), 27,5 g Borik asit (Carlo Erba, Ġtalya), 20 ml 0,5 M EDTA (Sigma, ABD)‘nın  

800 ml kadar deiyonize suda çözünmesi ve daha sonra deiyonize su (ddH2O) ile 1 

litre‘ye tamamlanması ile hazırlanmıĢtır. Agaroz istenilen yüzdelerde hazırlandıktan 

sonra mikrodalga fırında (Beko, Türkiye) kaynatılmıĢ, üzerine Etidyum Bromür‘ün 

(Sigma, ABD) %5‘lik stok solüsyonundan 2‘Ģer μl ilave edildikten sonra iyice 

karıĢtırılmıĢ, jel tabağına (Qwl Scientific, ABD) dökülmüĢtür. PCR ürünlerini yürütmek 

için 80 kuyucuklu dar tarak aralığına sahip jel sistemi (ABgene, Ġngiltere) kullanılmıĢtır. 

Agarozun polimerizasyonu için yaklaĢık 30 dk beklendikten sonra jel, tabağıyla birlikte 

jel elektroforez tankına (Biometra, Almanya) yerleĢtirilmiĢ ve elektroforez tankı TBE 

1X solüsyonu ile jelin üstünü kapatacak Ģekilde doldurulmuĢtur. PCR ürünlerinden 4 μl 

alınarak temiz bir parafilm (Parafilm, Chicago, ABD) üzerinde 0.5 μl 6X loading dye 

(yükleme boyası) (10 mM Tris-HCl (pH 7.6), % 0.03 bromofenol mavisi, %0.03 ksilen 

siyanol FF, 60% gliserol, 60 mM EDTA) (Fermentas, Litvanya) ile karıĢtırılmıĢ ve jel 

kuyucuklarına yüklenmiĢtir. PCR ürünlerinin değerlendirilebilmesi ve reaksiyonun 

istenilen uzunluktaki bölgeyi doğru çoğalttığını görebilmek amacıyla 2 μl marker 

(ФX174 DNA-HaeIII BioLabs, ABD) PCR ürünleriyle birlikte jele yüklenmiĢtir. 90-

100 V akımda 15 dk kadar yürütülmüĢtür (Wealtec, Tayvan). Daha sonra ultraviyole 

ıĢıkta (Spectroline, ABD) incelenmiĢ ve Image Analyser‘da (Alpha Imager, ABD) 

fotoğraflanmıĢtır.  

 

5.4. Tek Zincirli Yapısal Polimorfizmi (SSCP) için Poliakrilamid Jel Hazırlanması 

 

SSCP jelinin döküleceği camlar distile su ile yıkanıp alkol ile silindikten sonra camlar 

arasına 1,5 mm kalınlığında spacerlar yerleĢtirilip, camlar sabitlenmiĢtir.  

Bu çalıĢmada %7‘lik poliakrilamid jel kullanılmıĢtır. Bu jel için %40‘lık, 49:1 

oranındaki akrilamid/bisakrilamid solüsyonu kullanılmıĢtır. Bunun için 380 g Akrilamid 

(Merck, Almanya) ve 20g N-N‘-metilen-bis-akrilamid (Sigma, Almanya) bir miktar 

distile su ile 37ºC‘de ısıtılarak çözülür ve hacim distile su ile 1000 mL‘ye tamamlanır 

(Sambrook, 1989).  
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Jel yapımı için kullanılan TBE 5X solüsyonu, 54g Tris (Ambresco, ABD) 27,5g Borik 

asit (AppliChem, Almanya), 20mL 0,5 M pH:8 EDTA (AppliChem, Almanya) distile su 

ile 1000 mL hacime tamamlanarak yapılmıĢtır.  

 

Jelin polimerleĢmesi için kullanılan %10‘luk Amonyum Persülfat; 1 g Amonyum 

Persülfat (AppliChem, Almanya) distile su ile 10 mL‘lik hacime tamamlanarak 

hazırlanmıĢtır.  

 

Jel 12,34 mL % 40‘lık akrilamid/bisakrilamid solüsyonu, 14 mL TBE 5X solüsyonu, 

40,16 mL distile su ve 3,5 mL gliserol (Merck, Almanya) kullanılarak hazırlanmıĢtır. 

KarıĢım 0,22 µm filtreden süzüldükten sonra vakum ile havası alınmıĢtır. Ardından bu 

jel içeriğine 0,6 mL %10‘luk Amonyum Persülfat ve 40 mL TEMED (N,N,N‘,N‘-

tetrametilen-etilendiamid) (Sigma, Almanya) eklenerek hazırlanan camlar arasına 

dökülmüĢtür. Jel polimerleĢmeden önce 1,5 mm‘lik tarak camlar arasına yerleĢtirilerek 

örneklerin yükleneceği kuyuların oluĢması sağlanmıĢtır.  

 

Jel polimerleĢtikten sonra taraklar çıkartılmıĢ ve camlar vertikal jel elektroforez 

sistemine (Biorad, ABD) yerleĢtirilmiĢtir.  

 

PCR ürünlerine spesifikliği arttırmak amacıyla belli bir oranda denatüre edici yükleme 

boyası ve oligonükleotid eklenmiĢtir. Kullanılan yükleme boyası toplam hacminde %95 

formamid, 20 mM EDTA, %0,05 Xyelene Cyanol (AppliChem,Almanya), %0,05 

Brom-fenol mavisi (Merck, Almanya) içermektedir. 2 µL PCR ürününe 7 µL yükleme 

boyası, 1‘er µL 3 pmol düz ve ters oligonükleotid eklenerek bir karıĢım hazırlanmıĢtır 

ve 99°C‘de 8 dk denatüre edilerek jele yüklenmiĢtir.  

 

Sistemde tampon olarak TBE 1X solüsyonu kullanılmıĢtır. Örnekler 130 volt akımda 

altında, belirlenen sıcaklıkta baz çifti uzunluklarına göre 12-20 saat yürütülmüĢtür. 

Elektroforez sonrası jel gümüĢ boyama ile boyanarak bantlar görünür hale getirilmiĢtir.  

 

5.4.1. SSCP Jeli Ġçin GümüĢ Boyama 
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GümüĢ boyama için üç farklı solüsyon kullanılmaktadır. Bunlardan birincisi %1 lik 

gümüĢ nitrat çözeltisidir. 5 g gümüĢ nitrat (AgNO3) (AppliChem, Almanya) tartılıp 

distile su ile 500 ml‘ye tamamlanır. Ġkinci çözelti %15 lik sodyum hidroksit (NaOH) 

çözeltisidir. 150 g katı sodyum hidroksit‘in distile su ile 1000 ml‘ye tamamlanmasıyla 

hazırlanır. Son solüsyon ise %7,5‘lik Sodyum Bikarbonat (Merck, Almanya) 

solüsyonudur ve bu solüsyon %7,5‘lik sodyum bikarbonat (Na2CO3) distile su ile 1000 

ml‘ye tamamlanarak hazırlanır. 

 

Elektroforez sonrası jel, stok solüsyonundan distile su ile 9:1 oranında seyreltilerek 

hazırlanan % 0,1‘lik gümüĢ nitrat solüsyonu ile 5dk muamele edilir. Daha sonra % 

1,5‘lik sodyum hidroksit solüsyonuna formaldehit eklenip gümüĢ solüsyonla boyama 

aĢamasını takiben jelle muamele edilir. Jel % 0,75‘lik sodyum bikarbonat solüsyonu 

içinde birkaç dakika bırakılarak boyama iĢlemi sonlandırılır. Böylelikle jeller görünür 

hale getirilerek bant farklılığı olan örnekler belirlenir. 

 

Bu yöntemle taranan PCI, FBG, CBS, ERGIC-53 ve MCFD2 genlerinde bant farklılığı 

saptanan bireyler DNA Dizi Analizi yöntemi ile taranmıĢtır. 

 

5.5. PCR Ürünlerinin Pürifikasyonu (Temizlenmesi) 

 

PCR ürünlerinin pürifikasyonunda üç ayrı yöntem kullanılmıĢtır.  

PCI ve CBS genlerine ait PCR ürünleri, PCR pürifikasyon kiti (Agencourt® AMPure®, 

ABD) kullanılarak temizlendi. Bu yöntemde 50 μl PCR ürünü, 90 μl manyetik 

boncuklar içeren solüsyonla homojenize olana kadar pipetle plakada karıĢtırılır. Bu 

adımda 100 bç‘den uzun olan PCR ürünleri manyetik boncuklara bağlanır. 3 dk oda 

sıcaklığında bekletildikten sonra magnetin üzerine yerleĢtirilerek 10 dk bekletilir. 

DNA‘yı bağlayan boncuklar kuyucukların etrafında halka oluĢturarak bulanık olmayan 

temiz bir görüntü oluĢur. Manyetik boncuklara dokunmadan süpernatant ortamdan 

uzaklaĢtrılır. Plaka magnetin dıĢına alındıktan sonra 200 μl  %70‘lik etanol ilave edilir 

ve tekrar magnetin üzerine yerleĢtirilerek 30sn bekletilir. Boncuklar yapıĢınca etanol 

ortamdan uzaklaĢtırılır ve bu iĢlem bir kere daha tekrarlanır. Süpernatant pipetle 

uzaklaĢtırılarak örnekler 20 dk kurumaya bırakılır. Kuruduktan sonra 40 μl ddH2O ile 

sulandırılarak homojenize bir görüntü oluĢana kadar pipetle karıĢtırılır. Pürifiye edilen 
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PCR ürünleri hazırlanan %2‘lik agaroz jele 5‘er μl yüklenerek, dizi analizi için 

reaksiyona ne kadar konulacağı belirlenir.   

Ġkinci yöntem olan ‗Polietilen Glikolle Pürifikasyon‘ da ise 50 μl PCR ürününe 1/1 

oranında PEG eklenir, 37°C de 15 dk bekletilir. 14000 rpm‘de 20 dk santrifüj edilir. 

Daha sonra supernatant kısmı alınır ve %80 etanolle 2 kez yıkanır, 30 dk kurumaya 

bırakılır. Kuruduktan sonra 25 μl ddH2O ile sulandırılarak homojenize bir görüntü 

oluĢana kadar pipetle karıĢtırılır. Pürifiye edilen PCR ürünleri hazırlanan %2‘lik agaroz 

jele 5‘er μl yüklenerek, dizi analizi için reaksiyona ne kadar konulacağı belirlenir. PEG 

yöntemiyle FBG, ERGIC-53, MCFD2 genlerinin pürifikasyonu yapılmıĢtır. 

GpIIB ve GpIIIA genlerinde ise pürifikasyon, kolonlu pürifikasyon kit olarak bilinen  

‗Roche PCR Production Purification Kit‘ kullanılarak gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu yöntemde 

50 μl PCR ürününe 250 μl Binding Buffer eklenir ve vortekslenir. Bu karıĢım kit 

içerisinde yeralan yüksek saflık sağlayan filtre tüplere alınır ve 13000 rpm‘de 1 dakika 

santrifüjlenir. Süpernatant atılır, filtre tüplerine ilk seferde 250 μl yıkama tamponu, 

ikinci seferde 100 μl yıkama tamponu eklenir ve santrifüjlenerek örneklerin yıkanması 

sağlanır. Daha sonra filtre tüpleri yeni ependorflara takılır ve tüplere 25 μl elution 

tamponu eklenir, 13000 rpm‘de 1 dk santrifüjlenir. Toplanan örnekler, hazırlanan 

%2‘lik agaroz jele 5‘er μl yüklenerek, dizi analizi için reaksiyona ne kadar konulacağı 

belirlenir. 

Bağlanma tamponu; 3M guanidine-thiocyanate,10Mm Tris-HCl, %5 etanol, pH 6.6 

(25°C)‘dan, yıkama tamponu; 20Mm NaCl2, 2Mm Tris-HCl, pH 7.5 (25°C)‘dan, Elution 

tampon ise 10Mm Tris-HCl, pH 8.5  (25°C) içeriklerinden oluĢmaktadır. 

 

5.6. DNA Dizi Analizi 

 

Bu çalıĢmada istenen DNA parçacığının nükleotit dizisinin belirlenmesi için Sanger‘in 

enzimatik yöntemi esasına dayalı, tam otomatik kapiller sistemli çalıĢan bir DNA dizi 

analizi cihazı kullanılmıĢtır (CEQ8800, Beckman Coulter, ABD). Cihaz için 0,2 mL‘lik, 

96 tane kuyucuk içeren plaklar kullanılmıĢtır. Her bir örnek için 8 µL sekans solüsyonu 

(premix; 2 µL 10X reaksiyon tamponu, 1µL dNTP karıĢımı, 2µL ddUTP, 2µL ddGTP, 

2µL ddCTP, 2µL ddATP, 1µL polimeraz enzimi), 1µL temizlenmiĢ PCR ürünü, 2 pmol 
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ileri veya geri oligonükleotid ve hacmi 20 µL‘ye tamamlayacak kadar distile su 

konularak ―cycle sequencing‖ gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu program 94
o
C‘de 5 dk ilk 

denatürasyon, 30 siklus 96
o
C‘de 20 s denatürasyon, 50

o
C‘de 20 s yapıĢma ve 60

o
C‘de 4 

dk‘lık uzama evresi Ģeklinde gerçekleĢmektedir. ―Cycle sequencing‖ sonlandıktan 

hemen sonra örneklerin içine reaksiyonun durdurulması için her bir örnek için 5 µL 

durdurma solüsyonu (1,5 M C2H3O2Na, 50 mM EDTA, 20 mg/mL‘lik Glikojen) ve 60 

µL %95‘lik soğuk etanol eklenerek +4
o
C‘de 4000 rpm‘de 30 dk santrifüj edilmiĢtir 

(Hettich, Almanya). Üstteki kısım dökülerek %70‘lik alkolden 200 µL eklenmiĢ, 

+4
o
C‘de 4000 rpm‘de 5 dk santrifüj edilerek üstteki kısım dökülmüĢtür. Bu iĢlem bir 

kez daha tekrarlandıktan sonra örnekler liyofilizatör cihazına (Christ, Almanya) 

yerleĢtirilmiĢ ve yüksek vakum altında 45 dk kurutulmuĢtur. Kuruyan örneklerin 

üzerine 25 µl formamid içeren solüsyon eklenerek DNA zincirlerinin birbirlerinden ayrı 

tutulması sağlanmıĢtır. Her bir kuyucuk mineral yağ ile kapatıldıktan sonra plak DNA 

dizi analizi cihazına yerleĢtirilmiĢ ve cihazın bağlı bulunduğu bilgisayardaki CEQ 

Sequencing Software programı aracılığı ile sonuçlar görünür hale getirilmiĢtir. 

6. ARAġTIRMA  BULGULARI 

 

Bu çalıĢmada Protein C Inhbitor geni (PCI), Sistationin beta sentaz geni (CBS), 

Endoplazmik Retikulum Golgi Intermediate Compartment -53 (ERGIC-53) geni  ve 

Multipl Koagülasyon Faktör Eksikliği 2 (MCFD2) geni, Miyozin Ağır Zincir-9 

(MYH9) geni, Fibrinojen beta zincir (FGB) geni, Glikoprotein IIB geni (GpIIB) ve 

Glikoprotein IIIA (GpIIIA) genleri klinik olarak nadir görülen hematolojik hastalıklar 

kapsamında yeralan sırasıyla pediatrik inme, homosistinüri, FV- FVIII kombine 

eksikliği, afibrinojenemi, makrotrombositopeni, Glanzmann trombastenisi tanısı almıĢ 

hastalarda taranmıĢtır. ÇalıĢmada Türk populasyonunda nadir görülen hastalıklarda sık 

görülen mutasyonların ortaya konması ve daha sonraki çalıĢmalarda mutasyon analizi 

yapılırken bu değiĢiklikler öncelikli olarak taranarak  hem zaman hem de maliyet 

açısından fayda sağlanması amaçlanmıĢtır.  

 

6.1. Protein C Ġnhibitör (PCI) Geni Mutasyon Analizi  
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90 pediatrik inme hastası ve 110 sağlıklı kontrolde PCI geninin 35 ekzonu polimeraz 

zincir reaksiyonu (PCR) yöntemiyle çoğaltılmıĢtır.  Çoğaltılan örnekler %2‘lik agaroz 

jelde 90V‘da 5 dk yürütülmüĢtür. PCR sonunda elde edilen ürün boyutu 2.ekzon için 

265 bç. uzunluğundadır. 

 

ġekil 6.1. PCI geni ekzon 2 PCR ürünlerinin agaroz jel görüntüsü 

M: X174 DNA-HaeIII Marker, 1-8 : pediatrik inme hastalarına ait örnekler 

Bu çalıĢmaya pediatrik inme hastası olup aynı zamanda kemik iliği transplantasyonu 

geçiren bir aile de dahil edilmiĢtir. Kemik iliği transplantasyonu temel olarak kemik 

iliği kaynağının ―hastanın kendisi‖ veya ―bir baĢkası‖ olmasına göre sırasıyla ―otolog‖ 

veya ―allojenik‖ olarak sınflandırılmaktadır. Allojenik transplantasyonda en tercih 

edilen donör riski en az olduğu için ―doku tipi tam uygun kardeĢ‖tir.  Bunun dıĢında 

―alternatif donörler‖ yani doku tipi kısmi uygun veya haploidantik aile  bireyleri veya 

aile dıĢı donörler kullanılarak da transplantasyon iĢlemi yapılmaktadır. Armitage ve ark. 

yaptıkları çalıĢmada kemik iliği transplantasyonundan sonra hastalarda ATIII, Protein C 

ve Protein S seviyelerinde düĢme olduğu gösterilmiĢtir (143).  

 

Bu çalıĢmaya katılan hastalardan birinde FV Leiden mutasyonu taĢıyan bir babadan 

pediatrik inme tanısı almıĢ bir çocuğa kemik iliği transplantasyonu yapılmıĢtır ve bu 

hastalarda PCI gen değiĢimi olup olmadığına bakılmıĢ, sonucunda koagülasyon 

kaskadında yeralan proteinlerde meydana gelebilecek defektlerin transplantasyonla 

donörden alıcıya geçip geçmediğinin tespitinin yapılması amaçlanmıĢtır. 

 PCR ile amplifiye olan örneklerde farklı bant profili olup olmadığını tespit edebilmek 

amacıyla örnekler tek iplikçikli yapısal polimorfizmi (SSCP) tekniği ile %7‘lik 

poliakrilamid jelde yürütülmüĢtür. 
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ġekil 6.2. Farklı bant profili veren hastanın belirlenmesi 

1, 3, 5, 6 : Hastalara ait aynı profil gösteren örnekler 

            2:  Hastaya ait farklı bant profili örneği 

            4:  X174 DNA-HaeIII Marker 

SSCP tekniği ile farklı bant profili veren hastalar tespit edilmiĢ ve DNA Dizi Analizi 

yöntemiyle dizilenmiĢtir. FVL 1691 G>A pozitif, pediatrik inmeli bir hastada PCI 

geninin 2. ekzonunda 6760. nükleotitte, proteinde 188. pozisyonda Serin aminoasidini 

kodlayan AGC  kodonunun  AAC kodonuna dönüĢümüne neden olan Guanin>Adenin  

değiĢimi saptanmıĢtır. Bu değiĢim insan genlerinde tanımlanmıĢ tüm mutasyonları 

içeren bir veritabanı olan ‗Human Genome Mutation Database‘de / Ġnsan Genom 

Mutasyon Veritabanı- HGMD değerlendirildiğinde literatürde daha önce görülmediği 

tespit edilmiĢtir ve ilk kez bu çalıĢma ile tanımlanmıĢtır. 

 

 

ġekil 6.3.  PCI geninde hasta ve kontrolde DNA Dizi Analizi KarĢılaĢtırması 
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‗‘Ensembl‘‘  veritabanı kullanılarak Ser188Asp değiĢiminin transkript üzerindeki yeri 

ve meydana gelen aminoasit değiĢiminin yeri gösterilmiĢtir. 

 

ġekil 6.4. PCI geni cDNA‘sında meydana gelen değiĢimin kodon düzeni ve aminoasit 

değiĢimi 

(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Sequence_cDNA?db=core;

g=ENSG00000188488;r=14:95027779-95059457;t=ENST00000553780) 

DeğiĢimin protein üzerindeki etkisini saptamak amacıyla internet tabanlı bir  program 

olan Polyphen  (http://genetics.bwh.harvard.du/pph) kullanılmıĢtır. Bu program dizinin 

evrim boyunca korunmuĢluğunu proteinin tahmini yapısını göz önüne alarak 

hesaplamaktadır. Yapılan hesaplama sonucunda dizide var olan aminosit ile değiĢim 

sonucu oluĢan aminosit için bir skor elde edilmektedir. Bu skor değeri 2‘den büyükse 

değiĢimin proteini hasara uğrattığı sonucu ortaya çıkmaktadır. Aynı zamanda 

karĢılaĢtırmak amacıyla NCBI e-veritabanında yeralan ‗‘Multipl Alignment Tool‘‘ 

seçeneği kullanılarak  türler arasında karĢılaĢtırma yapılmıĢ aminoasidin bulunduğu 

konumun genin fonksiyonu açısından önemli olduğu bu nedenle de meydana gelen 

mutasyonun genin fonksiyonu üzerinde etkiye sahip olduğu sonucu ortaya çıkmıĢtır. Bu 

sonuç evrimsel süreçte aminoasidin türler arasında neden korunduğunu açıklamaktadır. 

Çizelge 6.1  PCI geninin Homo sapiens‘te 188. pozisyonunda yer alan Serin 

aminoasidinin diğer türlerdeki aminoasit dizisi 

      

http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Sequence_cDNA?db=core;g=ENSG00000188488;r=14:95027779-95059457;t=ENST00000553780
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Sequence_cDNA?db=core;g=ENSG00000188488;r=14:95027779-95059457;t=ENST00000553780
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ÇalıĢmada pediatrik inmeli  FVL 1691 G>A  değiĢimi bakımından pozitif bir çocukta  

kemik iliği transplantasyonu sonrası PCI geni taranmıĢ ve çocukta genin 2. ekzonunda 

daha önce pediatrik stroke‘lu hastada tanımlanan gende 6760. nükleotitte, proteinde 

188. pozisyonda Serin aminoasidini kodlayan AGC  kodonunun  AAC kodonuna 

dönüĢümüne neden olan G>A  değiĢimi saptanmıĢtır. Transplantasyon öncesine 

bakıldığında ise gende aynı bölgede herhangi bir değiĢime rastlanmamıĢtır. Çocuğa 

kemik iliği babasından transplante edilmiĢtir. Donör‘ün DNA‘sı  PCI geninde 

tarandığında  2.ekzonda aynı değiĢime rastlanmıĢtır. 

 

 

 

 

 

 

 

 

        A. 

 

B.                                                                                     
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C. 

    

 

                ġekil 6.5.  PCI geni transplantasyon öncesi/ sonrası DNA Dizi Analizi 

                A:   Transplantasyon sonrası soyağacı ve DNA Dizi Analizi 

                B:   Transplantasyon öncesi soyağacı ve DNA Dizi Analizi 

                C:  Donör(baba) – Çocuk FVL+/ PCI + ‗i gösteren soyağacı ve Donörün DNA 

Dizi Analizi 

 

Bu değiĢimlerin yanı sıra pediatrik inmeli hasta grubunda 2 hastada Ekzon 2 de  26998.  

nükleotitte  meydana gelen  heterozigot Timin-Sitozin değiĢimi ise proteinin 

kodlanmasında herhangi bir değiĢime neden olmamakta ve prolin aminoasidi 

kodlamaktadır. 
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   ġekil 6.6.  PCI geni ekzon 2 Forward ve Reverse primerlerle yapılan DNA Dizi 

Analizi görüntüleri 

 

ġekil 6.7. PCI geninin cDNA‘sında meydana gelen değiĢimin kodon düzeni ve 

aminoasit 

değiĢimi(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Sequence_cDNA?db=core;

g=ENSG00000188488;r=14:95027779-95059457;t=ENST00000553780)  

PCI geninde 159.kodonda meydana gelen  T>C değiĢiminin aminoasitte değiĢime neden 

olup olmadığı ‗‘Ensembl‘‘ veritabanı kullanarak gösterilmiĢtir. 

 

 

 

http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Sequence_cDNA?db=core;g=ENSG00000188488;r=14:95027779-95059457;t=ENST00000553780
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Sequence_cDNA?db=core;g=ENSG00000188488;r=14:95027779-95059457;t=ENST00000553780
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6.2. CBS Geni Mutasyon Analizi  

Homosistinüri tanısı almıĢ 10 hasta ve 90 sağlıklı kontrolde CBS genine ait 18 ekzon 

polimeraz zincir reaksiyonu (PCR )yöntemiyle ile amplifiye edilmiĢtir. Amplifiye olan 

örnekler %2‘ lik agaroz jelde 90 V‘da baz uzunluklarına bağlı olarak değiĢen sürelerde 

yürütülmüĢtür.  DeğiĢim bulunan bölgeler için PCR ürün boyutları sırasıyla ekzon 4ve 

6‘ı kapsayan bölge için 626 bç, ekzon 8 için 598 bç, ekzon 11-12 için 617 bç‘dir.  

4. ve 6 .ekzonu kapsayan 626 bç‘lik  bölge  PCR yöntemiyle amplifiye edildikten sonra 

örnekler SSCP analizi yapıldığında bu bölgede hem agaroz jel görüntüsünde hem de 

SSCP jelinde (poliakrilamid jelde) 1 hastada farklı bant profili gözlenmiĢtir. 

 

ġekil 6.8. CBS geni ekzon 4-6 PCR ürünlerinin agaroz jel görüntüsü 

M: X174 DNA-HaeIII Marker, 1-10: Homosistinüri hastalarına ait örnekler 

3 no‘lu örnekte görülen değiĢimi saptayabilmek amacıyla 4. ve 6.  ekzonu  içerisine  

alan  bölgelere  uygun  primerler ile DNA Dizi Analizi yapılmıĢtır. Analiz sonucu , 

6955.  nükleotitte  Sitozinden Timine heterozigot bir değiĢim meydana gelmiĢtir. Bu 

değiĢim proteinde herhangi bir aminoasit değiĢikliğine neden olmayıp sessiz mutasyona 

yol açmaktadır. 
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ġekil 6.9. CBS geni ekzon 4-6 bölgesinde sessiz mutasyona neden olan C>T 

değiĢiminin meydana geldiği nokta, DNA Dizi Analizi görüntüsü ve bunun proteine 

olan etkisi 

(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Sequence_cDNA?db=core;g=ENS

G00000160200;r=21:44473301-44497053;t=ENST00000352178) 

 

CBS geni 8. ekzonunun taraması sonucu PCR ürünlerinin agaroz jelde yürütülmesi ile 

bir hastada bant farklılığı tespit edilmiĢ ve bu hastanın DNA‘sı, DNA Dizi Analizine 

tabi tutulduğunda  Ġnsan Gen Mutasyon Veritabanında (HGMD)  daha önce 

tanımlanmamıĢ gen değiĢimi  tespit edilmiĢtir: 110 bç‘lik insersiyon. Bu insersiyon 

855.nükleotitte baĢlamakta ve 965. Nükleotitte sonlanmaktadır ve aminoasitte değiĢime 

neden olmaktadır. Serin aminoasidini kodlayan TCA kodonu insersiyonun varlığı 

nedeniyle TGG kodonuna değiĢmekte bu durum da triptofan aminoasidinin 

kodlanmasına neden olmaktadır. 

 

 

ġekil 6.10. CBS geni ekzon 8‘ de  110bç‘ lik insersiyon agaroz jel görüntüsü ve hasta-

kontrol DNA Dizi Analizi görüntüleri 

http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Sequence_cDNA?db=core;g=ENSG00000160200;r=21:44473301-44497053;t=ENST00000352178
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Sequence_cDNA?db=core;g=ENSG00000160200;r=21:44473301-44497053;t=ENST00000352178
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ġekil 6.11. CBS geni ekzon 8 de 110 bç‘lik insesiyonun baĢladığı nokta ekzon üzerinde 

gösterilmiĢtir. 

Ġnsersiyon tespit edilen homosistinürili bu hastada aynı zamanda ekzon 8‘de daha önce 

tanımlanan heterozigot 833 Timin-Sitozin değiĢimi bulunmuĢtur.  9122. nükleotitte 

meydana gelen  bu değiĢimin izolösinden treonin aminoasidinin kodlanmasına neden 

olarak yanlıĢ anlamlı mutasyona (missense mutasyon) sebep olduğu bulunmuĢtur. 

 

 

 

ġekil 6.12. CBS geni ekzon 8 de 9122T>C değiĢiminin hasta- kontrolde DNA Dizi 

Analizi görüntüleri ve bu değiĢimin proteine olan etkisinin gösterilmesi (Bu etki CBS 

mutation database- http://cbs.lf1.cuni.cz/ mutations.php kullanılarak gösterilmiĢtir.) 

CBS geninde bir diğer değiĢim ise 11 ve 12. ekzonları kapsayan 617 bç‘lik bölgede 

bulunmuĢtur. Bu bölgeyi kapsayan primerlerle yapılan PCR reaksiyonu ürünleri SSCP 

http://cbs.lf1.cuni.cz/
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yapılmıĢ ve farklı bant profili veren örnek DNA Dizi Analizine tabi tutulmuĢtur. Analiz 

sonucu intronik bölgede daha önce HGMD‘de tanımlanmamıĢ intronik bir değiĢim 

saptanmıĢtır: 13175. nükleotitte Guaninden Adenine heterozigot değiĢim. Bu intronik 

değiĢim insan genlerinde tanımlanmıĢ tüm mutasyonları içeren bir veritabanı olan 

‗Human Genome Mutation Database‘de /Ġnsan Genom Mutasyon Veritabanı-HGMD 

değerlendirildiğinde literatürde daha önce görülmediği tespit edilmiĢtir ve ilk kez bu 

çalıĢma ile tanımlanmıĢtır. 

 

           

            

ġekil 6.13. CBS geninde intron 11de meydana gelen 13175 G>A değiĢimin dizi 

üzerinde gösterimi ve  DNA Dizi Analizi görüntüsü 

 

Ġntronların büyük kısmı 5‘-3‘ yönünde GT dizisi ile baĢlamakta ve AG dizisi ile 

bitmektedir. Bu diziler sırasıyla splice donor (Ayıklama verici) ve splice acceptor 

(ayıklama alıcı) bölgeler olarak tanımlanmaktadır. Genlerin çoğunda bu diziler mevcut 

olup splice-ayırıcı bölge görevini görürler. Bu nedenle GT ya da AG dizisinde meydana 

gelecek bir değiĢim splice-ayıklama mekanizmasını etkileyerek transkriptin farklı splice 

olmasını sağlayacak ve proteinin yapı ve fonksiyonunu etkileyecektir. (http://www.web-
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books.com/MoBio/Free/Ch5A4.htm) Bu hastada bulunan değiĢim 11. intron  ile 12. 

ekzonun baĢlangıç noktası arasında ortada bir noktada olmasından dolayı splice-ayırıcı 

mekanizmadan etkilenmemekte ve proteinde herhangi bir değiĢime neden 

olmamaktadır. 

ÇalıĢma grubunu oluĢturan 10 homosisteinürili hastadan 7‘sinde herhangi bir değiĢim 

bulunamamıĢtır. Kontrol grubunda ise tek iplikçikli yapısal polimorfizmi (SSCP) 

sonucu farklı bir bant profiline rastlanamamıĢtır. 

 

6.3. ERGIC-53 Geni Mutasyon Analizi 

FV-FVIII Kombine eksikliği görülen hastalarla yapılan çalıĢmaya 11 hasta, 85 sağlıklı 

kontrol dahil edilmiĢtir. Bu hastalarda ERGIC-53 genine ait 13 ekzonda gen taraması 

yapılmıĢtır.  

OLGU 1 

Ailede gen taraması sonucu ERGIC-53 geninde ekzon 4‘ de SSCP  taramasında  anne  

ve  iki çocuğunda  farklı  bant profili tespit edilmiĢtir. Aileye ait soyağacı ve SSCP 

analizi sonucu Ģekil 4.15 de gösterilmiĢtir. 

 

ġekil 6.14. FV- FVIII değerlerini gösteren aile soyağacı ve aileye ait SSCP analiz 

görüntüsü 
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Anne ve iki çocuğuna ait DNA lar DNA dizi analizi yapıldığında annede 4. ekzonda 

Timin delesyonu tespit edilmiĢtir.  

  

ġekil 6.15.  Anneye ait DNA da ERGIC-53 geni ekzon 4 ün DNA Dizi Analizi 

görüntüsü 

Gen üzerinde 4. ekzonda 1233. nükleotitte meydana gelen bu değiĢimin protein üzerine 

olan etkisine bakıldığında 157.pozisyonda glisin aminoasidinin triptofan aminoasidi 

Ģeklinde kodlanmasına neden olduğu gösterilmiĢtir. (NCBI36:18:55147488:55178063:-

1 referans dizi olarak kabul edilmiĢtir.) 4. ekzonda çocuklara ait DNA‘larda bir değiĢim 

saptanamamıĢtır. 

Aynı ailede ERGIC-53 geni  9. ekzonunun SSCP taramasında ise baba ve iki çocuğunda 

farklı bant profili tespit edilmiĢ, DNA Dizi Analizi sonucunda ise çocuklardan birinde 9. 

ekzonda 202. kodonda arjininden stop kodonuna (R202X) bir değiĢim tespit edilmiĢtir. 

 

ġekil 6.16. Baba ve iki çocuğuna ait SSCP jel görüntüsü ve çocuğa ait DNA Dizi 

Analizi görüntüsü 
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ġekil 6.17. ERGIC-53 geni ekzon 9 da değiĢimin meydana geldiği noktanın Ensemble 

veritabanı kullanılarak gösterilmesi 

 

FV-FVIII kombine eksikliği otozomal resesif kalıtım gösteren bir hastalık olmasına 

rağmen bu çalıĢmada ailede compound heterozigotluk (ikili heterozigotluk) olabileceği 

ihtimali ortaya çıkmıĢtır. 
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OLGU 2 

FV-FVIII kombine eksikliğini taĢıyan diğer bir hastada ise yine 9. ekzonda 1088. 

nükleotitte Timin-Guanin değiĢimi saptanmıĢtır. Bu değiĢim proteinde 354. pozisyonda 

Metiyonini kodlayan TAT kodonunun Alanini kodlayan TAG kodonunu kodlamasına 

sebep olmaktadır. Meydana gelen yanlıĢ anlamlı mutasyon HGMD de tanımlanmamıĢ 

olup ilk kez bu çalıĢmada gösterilmiĢtir. 

 

       

 

ġekil 6.18. ERGIC-53 geni 9. ekzonunun sağlıklı ve hasta bireye ait DNA Dizi Analizi 

görüntüleri ve referans  dizi üzerinde c.1088T>G değiĢiminin gösterilmesi 

(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Sequence_cDNA?db=core;g=ENS

G00000074695;r=18:56995055-57027194;t=ENST00000251047)  

 

ERGIC-53 geni 11.ekzonunda intronik bölgede ise 1570. nükleotitte Sitozin Timin 

polimorfizmi saptanmıĢtır. Bu intronik değiĢim splice-ayırıcı bölgede bulunmamakta, 

proteinde herhangi bir değiĢime yol açmamaktadır 

http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Sequence_cDNA?db=core;g=ENSG00000074695;r=18:56995055-57027194;t=ENST00000251047
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Sequence_cDNA?db=core;g=ENSG00000074695;r=18:56995055-57027194;t=ENST00000251047
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ġekil 6.19. 1570 C>T değiĢimi DNA dizi analizi görüntüsü ve intronik bölgenin dizisi- 

değiĢimin gerçekleĢtiği baz kırmızıyla iĢaretlenmiĢtir. 

 

ERGIC-53 geni 7. ekzonunda intronik bölgede 764. nükleotitin 86 baz gerisinde ise 

homozigot Adenin-Guanin polimorfizmi saptanmıĢtır. Bu polimorfizm NCBI (National 

Center Biotechnology Information) veritabanında ‗‘rs8095245‘‘ olarak 

numaralandırılmıĢtır 

  

 

ġekil 6.20. 764-86 A>G değiĢimi ve DNA dizi analizi görüntüsü ve intronik bölgenin 

dizisi 
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6.4  MYH9 Geni Mutasyon Analizi  

44  ekzona sahip MYH9 geninde literatür  araĢtırması sonucu mutasyon sıklığı yüksek 

olan 7 bölge çalıĢılmıĢtır.  14 dev trombosit sendromlu hasta (Makrotrombositopeni) 

çalıĢmaya dahil edilmiĢtir.  MYH9 genine ait 7 ekzon polimeraz zincir reaksiyonu 

(PCR) yöntemiyle ile amplifiye edilmiĢtir. Amplifiye olan örnekler %2‘ lik agaroz jelde 

100 V‘da baz uzunluklarına bağlı olarak değiĢen sürelerde yürütülmüĢtür. PCR ürünü 

elde edilen örnekler SSCP yöntemiyle taranarak bant farklılığı olup olmadığı tespit 

edilmiĢtir.  

MYH9 geninde yapılan taramada sırasıyla ekzon 1, 25 ve 26‘da  değiĢimler tespit 

edilmiĢtir. Bu ekzonların PCR ürün boyutları sırasıyla 274, 470 ve 510 bç‘dir. 

 

ġekil 6.21. MYH9 geni Ekzon 1‘e ait %2‘lik agaroz jel görüntüsü 

M: X174 DNA-HaeIII Marker, 1-13: Makrotrombositopeni hastalarına ait örnekler 

Ekzon 1‘de iki farklı hastada iki ayrı değiĢim saptanmıĢtır. Bunlardan ilki 197. 

nükleotitte Guaninden Sitozine meydana gelen değiĢimdir. Bu değiĢimde proteinde 64. 

pozisyonda Lizin aminoasidini kodlayan AAG kodonu, AAC kodonu Ģeklinde 

değiĢerek Asparajin aminoasidini kodlar haline gelmiĢtir. Bu yanlıĢ anlamlı (missense) 

mutasyonun, insan genlerinde  tanımlanmıĢ mutasyonları içeren ―Human Genome 

Mutation Database‖ (HGMD) e-veritabanında değerlendirilmesi sonucu literatürde daha 

önce  bildirilmemiĢ dolayısıyla bizim çalıĢmamızla ilk defa saptanmıĢ bir mutasyon 

olduğu belirlenmiĢtir. Bulunan değiĢimin evrimsel süreçte korunduğu ‗‘Ensembl‘‘ 

veritabanı kullanılarak Çizelge 4.1‘de gösterilmiĢtir. Mutasyonun  isimlendirilmesi  

HGMD kayıtlarındaki MYH9 gen dizisine göre yapılmıĢtır. 
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ġekil 6.22. MYH9 geni 1.ekzonda hasta bireye ait DNA Dizi Analizi görüntüsü ve 

MYH9 cDNA‘sında  K64N değiĢiminin meydana geldiği noktanın kodon düzeni ile 

aminoasit dizisi görülmektedir. K64N mutasyonuna neden olan G>C değiĢiminin 

gerçekleĢtiği nokta ok ile iĢaretlenmiĢtir.  

(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Sequence_cDNA?db=core;g=ENSG00000100345;r=

22:36677327-36784063;t=ENST00000216181) 

 

Çizelge 6.2. MYH9 geninin Homo sapiens‘te 64. pozisyonunda yer alan Lizin  

aminoasidinin diğer türlerdeki aminoasit dizisi 

 

http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Sequence_cDNA?db=core;g=ENSG00000100345;r=22:36677327-36784063;t=ENST00000216181
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Sequence_cDNA?db=core;g=ENSG00000100345;r=22:36677327-36784063;t=ENST00000216181
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Ekzon 1 de bulunan değiĢimlerden bir diğeri gende 286.nükleotitte meydana gelen 

Timinden Guanine değiĢikliğine neden olan heterozigot değiĢimdir. T>G değiĢiminin 

proteine olan etkisine bakıldığında 96. kodonda Serinden Alanin aminoasidine 

dönüĢerek yanlıĢ anlamlı(missense) mutasyona neden olduğu görülmektedir. Bu 

değiĢimin Human Genome Mutation Database‖ (HGMD) e-veritabanında 

değerlendirilmesi sonucu literatürde daha önce  bildirilmemiĢ dolayısıyla bizim 

çalıĢmamızla ilk defa saptanmıĢ bir mutasyon olduğu belirlenmiĢtir. 

 

ġekil 6.23. MYH9 geni 1.ekzonda hasta bireye ait DNA Dizi Analizi görüntüsü ve 

MYH9 cDNA‘sında  S96A değiĢiminin meydana geldiği noktanın kodon düzeni ile 

aminoasit dizisi görülmektedir. S96A mutasyonuna neden olan G>C değiĢiminin 

gerçekleĢtiği nokta ok ile iĢaretlenmiĢtir.  

470 bç‘lık   bir  bölge olan ekzon 25 de  bir hastada  PCR, DNA Dizi Analizi sonucu  

mutasyon saptanmıĢtır. 

 

ġekil 6.24. MYH9 geni Ekzon 25‘e ait %2‘lik agaroz jel görüntüsü 

M: X174 DNA-HaeIII Marker, 1-10: Makrotrombositopeni hastalarına ait örnekler 
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Ekzon 25 de 3814. nükleotitte  Timin‘den Guanin bazına meydana gelen değiĢim 

proteinde 1195. Pozisyonda  Serin  aminoasinden  Alanin  aminoasidinin kodlanmasına 

neden olmaktadır. Söz konusu değiĢim içeren ―Human Genome Mutation Database‖ 

(HGMD)  e-veritabanında değerlendirildiğinde  literatürde  yeralmadığı ilk kez bu 

çalıĢma ile saptandığı belirlenmiĢtir.  

 

ġekil 6.25. MYH9 geni 25.ekzonda hasta bireye ait DNA Dizi Analizi görüntüsü ve 

MYH9 cDNA‘sında  S1195A değiĢiminin meydana geldiği noktanın kodon düzeni ile 

aminoasit dizisi görülmektedir. S1195A mutasyonuna neden olan T>G değiĢiminin 

gerçekleĢtiği nokta ok ile iĢaretlenmiĢtir.  

 

Ekzon 26 da ise iki farklı hastada 1 polimorfizm ve 2  yeni mutasyon saptanmıĢtır. Bu 

mutasyonlar  tek bir hastada iki yeni mutasyon birlikteliği Ģeklinde ortaya çıkmıĢtır. 

 

ġekil 6.26. MYH9 geni Ekzon 26‘a ait %2‘lik agaroz jel görüntüsü 

M: X174 DNA-HaeIII Marker, 1-10: Makrotrombositopeni hastalarına ait örnekler 
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Makrotrombositopeni hastalarından birinde ekzon 26‘da daha önce Ensembl e-

veritabanında rs71081 referans numarasıyla  belirtilen bir polimorfizm saptanmıĢtır.  Bu 

değiĢim 3660.nükleotitte Timin den Guanin bazına homozigot değiĢim Ģeklinde 

meydana gelmiĢtir. Proteinde  1144. pozisyonda  GCT den GCG kodonuna değiĢerek 

Alaninden Lizin aminoasidinin değiĢimine neden olmaktadır.  

 

ġekil 6.27. MYH9 geni 26.ekzonda hasta bireye ait DNA Dizi Analizi görüntüsü ve 

MYH9 cDNA‘sında  A1144L değiĢiminin meydana geldiği noktanın kodon düzeni ile 

aminoasit dizisi görülmektedir. A1144L polimorfizmine neden olan T>G değiĢiminin 

gerçekleĢtiği nokta ok ile iĢaretlenmiĢtir.  

 

DNA Dizi Analizi sonucu  26. ekzonda yeni bir mutasyon saptanmıĢtır.  3756. 

Nükleotitte Sitozinden Adenine meydana gelen değiĢim  proteinde Lösinden  Metiyonin 

aminoasidinin kodlanmasına neden olmaktadır. Yine aynı ekzonda saptanan değiĢimin 6 

nükleotit ilerisinde meydana gelen  3762  Guanin-Adenin değiĢimi  proteinde Glutamat 

aminoasidinden  Lizin aminoasidinin kodlanmasına neden olmaktadır. 
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ġekil 6.28. MYH9 geni 26.ekzonda hasta bireye ve sağlıklı kontrole ait DNA Dizi 

Analizi görüntüsü ve MYH9 cDNA‘sında 3756 C>A (p.L1176M) + 3762 G>A 

(p.E1182K) değiĢimlerinin meydana geldiği noktanın kodon düzeni ile aminoasit dizisi 

görülmektedir.  

 

6.5. FGB Geni Mutasyon Analizi 

ÇalıĢmaya  6  afibrinojenemi tanılı hasta dahil edilmiĢ olup FGB genine ait 7 ekzon 

taranmıĢtır. Çoğaltılan örnekler %2‘lik agaroz jelde 100V‘da 10 dk yürütülmüĢtür. PCR 

sonunda elde edilen ürün boyutu değiĢimlerin bulunduğu 4.ekzon için  270 bç. 

uzunluğundadır. 

 

ġekil 6.29.  FGB geni Ekzon 4‘e  ait %2‘lik agaroz jel görüntüsü 

M: X174 DNA-HaeIII Marker, 1-10: Afibrinojenemi hastalarına ait örnekler 
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PCR yöntemiyle amplifiye edilen örnekler pürifiye edildikten sonra DNA Dizi Analizi 

yapılmıĢtır. Analiz sonucunda ekzon 4‘de 627. nükleotitte yeralan Timin bazının Sitozin 

bazına olan  homozigot  değiĢimi proteinde 189.  kodonda Lösin  aminoasidinin  Prolin 

aminoasidine değiĢimine neden olduğu görülmüĢtür. 

 

ġekil 6.30.  FGB geni ekzon 4‘de L189P değiĢimini gösteren hasta ve sağlıklı kontrole 

ait DNA Dizi Analizi görüntüsü 

 

Aynı  ekzonda birkaç nükleotid ilerde baĢka  bir hastada 644. nükleotitte meydana gelen 

Sitozin-Timin değiĢimi ise ise kodonun Ģifrelediği 196.pozisyondaki Lösin amino 

asitinde herhangi bir değiĢiklik yapmadığından, protein ifadelenmesini de 

etkilemeyeceği sonucuna varılmıĢtır.  

 

ġekil 6.31.  FGB geni ekzon 4 de 644 C>T değiĢimini gösteren hasta ve sağlıklı 

kontrole ait DNA Dizi Analizi görüntüsü 
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ġekil 6.32.   FGB cDNA‘sında L189P ve L196L değiĢimlerinin meydana geldiği 

noktanın kodon düzeni ile aminoasit dizisi görülmektedir.  

 

Meydana gelen L189P değiĢiminin genin fonksiyonu üzerinde etkisi olup olmadığını 

araĢtırmak amacıyla Expasy e-veritabanında yeralan ‗Blast‘ (http://web.expasy.org/cgi-

bin/blast/blast.pl) seçeneği kullanılarak  türler arasında karĢılaĢtırma yapılmıĢ 

aminoasidin bulunduğu konumun genin fonksiyonu açısından önemli olduğu 

saptanmıĢtır. Aminoasidin evrimsel süreçte türler arasında korunmuĢ olması bu 

değiĢimin mutasyon olduğunun göstergesidir. Çizelge 4.1 de bulunan değiĢimin 

evrimsel süreçte türler arasında korunduğunu gösterilmiĢtir. 

Çizelge 6.3.  FGB geninin Homo sapiens‘te 189. pozisyonunda yer alan Lösin 

aminoasidinin diğer türlerdeki aminoasit dizisi  

 

Homo sapiens …      LYIDETVNSNIPTNLRV L RSILENLRSKIQKLE.. 

Mus musculus ……     LYIDETVNDNIPLNLRV L RSILENLRSKIQKLE.. 

Rattus norvegicus.. LYIDETVNDNIP NLRV L RSILE+LRSKIQKLE.. 

Gorilla gorilla…    LYIDETVNSNIPTNLRV L RSILENLRSKIQKLE.. 

Canis lupus…         YI+ETV SNIPTNLRV L R+ILENLRSKIQKLE.. 

Nomascus leucogenys LYIDETVNSNIPTNLRV L RSILENLRSKIQKLE.. 

Pongo abelii..      LYIDETVNSNIPTNLRV L RSILENLRSKIQKLE.. 

Callithrix jacchus   YIDETVNSNIPTNLRV L RSILENLRSK+QKLE.. 

Sus scrofa..         YIDETVNSNIPTNLRV L R+ILENLRSKI+KLE.. 

Bos taurus..        LYIDETV +NIPT LRV L RSILENLR  IQKLE.. 

 

FGB geni 3. ekzon 469. nükleotitte meydana gelen heterozigot Guanin-Adenin değiĢimi 

proteinde 136. pozisyonda Alaninden Treonin aminoasidinin kodlanmasına neden olan 

missense mutasyon meydana getirmektedir. 
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ġekil 6.33. FGB cDNA‘sında A136T değiĢiminin meydana geldiği noktanın kodon 

düzeni ve   aminoasit dizisi                           

 

 6.6  Glikoprotein IIB Geni (ITGA2B) Mutasyon Analizi 

ÇalıĢmaya 20 Glanzmann Trombasteni (GT) tanısı almıĢ hasta dahil edilmiĢtir. Hastalar 

ve kontrol grubunda 35 ekzonlu GpIIB geni polimeraz zincir reaksiyonu (PCR ) 

yöntemiyle ile amplifiye edilmiĢtir. Amplifiye olan örnekler %2‘ lik agaroz jelde 100 

V‘da baz uzunluklarına bağlı olarak değiĢen sürelerde yürütülmüĢtür. Bu gen 

taramasında süre kaybı yaĢanmaması için hasta grubu SSCP taramaları yapılmadan 

amplifiye olan örneklerin pürifikasyonları yapılarak direkt DNA Dizi Analizi 

yapılmıĢtır. Bu taramalar sonucunda 4 farklı bölgede 5 tanesi ilk defa bu çalıĢmada 

tanımlanmıĢ olan toplam 7 değiĢim tespit edilmiĢtir. DeğiĢim bulunan bölgeler ekzon 4, 

ekzon 13, ekzon 19 olup bu bölgelerden ekzon 4 ve ekzon 13; ekzon 4-1,4-2 ve ekzon 

13-1, 13-2 Ģeklinde iki bölgeye ayrılarak her bölge için 2 çift primerle taramaları 

yapılmıĢtır. Bu bölgeler sırasıyla 213+147, 353+281, 169 bç‘lik uzunluğa sahiptir. 

                    

ġekil 6.34. GpIIB geni Ekzon 4-1 ve Ekzon 4-2‘e ait %2‘lik agaroz jel görüntüsü 

M: X174 DNA-HaeIII Marker, 1-10: GT hastalarına ait örnekler 
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 Jelde yürütülen örneklerin pürifikasyonu yapıldıktan sonra sekansları yapılmıĢtır. DNA 

DiziAnalizi sonucu ekzon 4 de 468. nükleotitte meydana gelen Timin-Guanin değiĢimi 

147. kodonda Valin‘den  Glisin aminoasit değiĢimine neden olmaktadır. 

 

ġekil 6.35. GpIIB geni ekzon 4 DNA Dizi Analizi görüntüleri , c.468 T>G  p. V147G 

değiĢimi 

(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Sequence_cDNA?db=core;g=ENS

G00000005961;r=17:42449548-42466873;t=ENST00000262407)  

 

Aynı ekzonda 39 nükleotit ilerde 507. pozisyonda meydana gelen heterozigot Timin-

Guanin değiĢimi proteinde 159. Pozisyonda Glisinden Valin aminoasidine değiĢime 

neden olmaktadır. 

http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Sequence_cDNA?db=core;g=ENSG00000005961;r=17:42449548-42466873;t=ENST00000262407
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Sequence_cDNA?db=core;g=ENSG00000005961;r=17:42449548-42466873;t=ENST00000262407
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ġekil 6.36. GpIIB geni ekzon 4 DNA Dizi Analizi görüntüleri , c.507G>T, p. G159V  

değiĢimi 

 

Ekzon 4‘de görülen 468 T>G değiĢimi HGMD‘de daha önce tanımlanmamıĢ bir 

değiĢim olup bu değiĢimin mutasyon olup olmadığını araĢtırmak için daha önceki 

taramalarda da kullanılan Polyphen adlı internet tabanlı bir program kullanılmıĢtır. Bu 

program dizinin evrim boyunca korunmuĢluğunu proteinin tahmini yapısını göz önüne 

alarak hesaplamaktadır. Yapılan hesaplama sonucunda dizide olan aminosit ile değiĢim 

sonucu oluĢan aminosit için bi skor elde edilmektedir. Bu skor değeri 2 den büyükse 

değiĢimin proteini hasara uğrattığı sonucu ortaya çıkmaktadır. 468 T>G değiĢimi için 

elde edilen skor (PSIC Score difference) 2.082 olarak bulunmuĢtur, bundan dolayı bu 

değiĢim mutasyon olarak nitelendirilmektedir. Çizelge 5.1, bulunan değiĢimin evrimsel 

süreçte türler arasında korunduğunu göstermiĢtir. 
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Çizelge 6.4. GpIIB geninin Homo sapiens‘te 468. pozisyonunda yer alan Valin 

aminoasidinin diğer türlerdeki aminoasit dizisi 

 

 

                                                                                        PolyPhen - 

http://genetics.bwh.harvard.edu/pph 

 

Ekzon 4 de bulunan c. 507T>G değiĢimi ise literatürde daha önce Nelson ve ark.‘ları 

(PMID:16359515) tarafından 2005 yılında belirtilmiĢ olup HGMD‘ de CM054765 

eriĢim numarasıyla belirtilmiĢtir. 

DeğiĢim bulanan bir diğer bölge ekzon 13 dür. Ekzon 13; 634 bç‘lik bir bölge olup 353 

ve 281 bç‘lik iki bölge Ģeklinde taranmıĢtır. 20 GT hastası için ekzon 13 amplifiye 

edildikten sonra pürifiye edilmiĢ ve PCR ürünleri sekanslanmıĢtır. 

 

ġekil 6.37. GpIIB geni Ekzon 13-1 ve Ekzon 13-2‘e ait %2‘lik agaroz jel görüntüsü 
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GpIIB geninde Ekzon 13‘ de Valin‘in Lösin‘e değiĢimine neden olan bir Guanin – 

Timin değiĢimi 1291. nükleotitte saptanmıĢ olup değiĢim Val420Leu olarak 

isimlendirilmiĢtir. Proteinde 420. pozisyonda Valin‘i kodlayan GTG kodonu Lösini 

kodlayan TTG kodonu durumuna gelmiĢtir. Bu değiĢimin  HGMD ‗de daha önce 

tanımlanmamıĢ olduğu görülmüĢtür ve bu çalıĢmada ilk kez tanımlanmıĢtır. DeğiĢimin 

mutasyon olup olmadığı Polyphen programıyla saptanmıĢ, programa göre mutasyon 

olarak değerlendirilebilirlik skoru 2.194 olarak bulunmuĢtur. 

 

ġekil 6.38. GpIIB geni ekzon 13 DNA Dizi Analizi görüntüleri , c.1291 G>T  p. V420L 

değiĢimi 
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                     Çizelge 6.5. GpIIB geninin Homo sapiens‘te 420. pozisyonunda yer alan Valin 

aminoasidinin diğer türlerdeki aminoasit dizisi  

                         

Polyphen programına göre Val420Leu değiĢimi için elde edilen skor (PSIC Score 

difference) 2.194 olarak bulunmuĢtur, bundan dolayı bu değiĢim mutasyon olarak 

nitelendirilmektedir.  

GpIIB geninde 14. Ekzonun baĢlangıç noktasından 107 baz gerisinde intronik bölgede 

heterozigot Timin-Guanin değiĢimi saptanmıĢtır. Bu değiĢimin adlandırılabilmesi için 

ileri fonksiyonel analizlerin yapılması gerekmektedir. 

 

 

ġekil 6.39. GpIIB geni intronik bölgede meydana gelen T>G değiĢiminin DNA Dizi 

Analizi görüntüleri  



 105 

 

GpIIB geni 13. ekzonda bir hastada tespit edilen 1378. nükleotitte meydana gelen 

Timin-Adenin değiĢimi proteinde 448.pozisyonda Fenilalaninden Treonin aminoasidine 

değiĢime neden olmaktadır. 

 

 

ġekil 6.40. GpIIB geni ekzon 13 de meydana gelen P448T değiĢimine ait DNA Dizi 

Analizi görüntüleri 

Bu değiĢim daha önce literatürde tanımlanmıĢ bir mutasyon olup HGMD e-

veritabanında CM940990 eriĢim numarasıyla bulunmaktadır. 

 

Aynı ekzonda farklı bir hastada 1277. nükleotitte meydana gelen heterozigot Timin-

Adenin değiĢimi kodonda GTG nin GAG olarak kodlanmasına neden olmaktadır. Bu 

kodlama proteinde  415.pozisyonda Serin aminoasidinin Arjinin aminoasidine 

değiĢimiyle sonuçlanmaktadır.  
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ġekil 6.41. GpIIB geni ekzon 13 de meydana gelen S415A değiĢimine ait DNA Dizi 

Analizi görüntüleri 

 

Bu değiĢim literatürde daha önce tanımlanmamıĢ bir değiĢim olup mutasyon olup 

olmadığı daha önceki deneylerde kullanılan Polyphen e-veritabanıyla kesinleĢtirilmiĢtir. 

Bu veritabanına göre değiĢimin evrimsel süreçte türler arasında korunmuĢ olduğu 

görülmüĢ ve Polyphen (PSIC Score difference) değiĢim skoru 2.872 olarak 

hesaplanmıĢtır. 

Çizelge 6.6. GpIIB geninin Homo sapiens‘te 415. pozisyonunda yer alan Serin 

aminoasidinin diğer türlerdeki aminoasit dizisi  
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Missense mutasyonlardan bir diğeri ise gende 19. ekzonda 1921. nükleotitte meydana 

gelen CAC kodonunun CGC Ģeklinde kodlanmasına neden olan heterozigot 

birdeğiĢimdir. Bu değiĢimin proteinde etkisine bakıldığı zaman 646.pozisyonda yeralan 

Treonin aminoasidinin Alanin aminoasidi Ģeklinde kodlandığı görülmüĢtür. 

 

             

 

ġekil 6.42. GpIIB geni ekzon 14 de 1921 A>G değiĢimine ait DNA Dizi Analizi 

görüntüleri 

 

HGMD e-veritabanında daha önce tanımlanmamıĢ olan bu değiĢim evrimsel süreçte 

türler arasında korunmuĢ olup değiĢimin mutasyon olduğu Polyphen e-veritabanı (PSIC 

score difference: 2.356) ve NCBI Multipl Alignment Tool veritabanıyla 

kesinleĢtirilmiĢtir.  
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Çizelge 6.7. GpIIB geninin Homo sapiens‘te 646. pozisyonunda yer alan Treonin 

aminoasidinin diğer türlerdeki aminoasit dizisi                          

 

 

6.7.  Glikoprotein IIIA Geni (ITGB3) Mutasyon Analizi 

ÇalıĢmaya Glanzmann Trombasteni tanısı almıĢ 12 hasta ve 90 sağlıklı kontrol dahil 

edilmiĢtir.  GpIIB ile iliĢkili GpIIIA geni 32 ekzondan oluĢmaktadır ve çalıĢmanın bu 

bölümünde mutasyon sıklığı yüksek olan 4 ekzon belirlenerek hasta ve sağlıklı kontrol 

grupta gen taraması yapılmıĢtır. Tarama sonucunda 5.ekzonda HGMD‘de daha önce 

tanımlanmamıĢ bir değiĢim tespit edilmiĢtir. Bu değiĢim 680. nükleotitte yeralan 

Adenin bazından Sitozin bazına heterozigot değiĢim Ģeklindedir. DeğiĢimin protein 

üzerine etkisine bakıldığında 221. pozisyonda Lösin aminoasidinin izolösin 

aminoasidinin kodlanmasına neden olduğu görülmüĢtür. 
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ġekil 6.43. GpIIIA geni ekzon 5 de meydana gelen 680 A>C değiĢimine ait DNA Dizi 

Analizi görüntüsü 
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7. ĠSTATĠSTĠKSEL ANALĠZ 

Gen taramalarında ortaya konulan mutasyonların ve gen değiĢimlerinin ne kadar risk 

getirdiğinin saptanması amacıyla ‗‘IBM SPSS Statistics 20 for Ki Kare‘‘ programı 

kullanılmıĢtır. Ki-Kare tablolarında farklılık var mı sorusunu test ederken %5 yani 0,05 

yanılma payı ile çalıĢılarak anlamlılık düzeyi p<0.05 olarak  kabul  edilmiĢtir. 

7.1. Pediatrik inmeli hastalarda PCI Gen Taramasına  ĠliĢkin 

 

Durum 

Toplam 
Ki-

Kare 
p DeğiĢim 

Bulunan 

DeğiĢim 

Bulunmayan 

PCI gen 

taraması 

Hasta 

Grubu 

N 6 84 90 

3,030 0,143 

% 

Hastalık 
6,7 93,3 100,0 

%Durum 75,0 43,8 45,0 

Kontrol 

Grubu 

N 2 108 110 

% 

Hastalık 
1,8 98,2 100,0 

%Durum 25,0 56,3 55,0 

Toplam 

N 8 192 200 

% 

Hastalık 
4,0 96,0 100,0 

%Durum 100,0 100,0 100,0 

Pediatrik inmeli hastalarda PCI Ġçin Odds Değeri 3,857 

Tablo 7.1. Pediatrik inme hasta ve sağlıklı kontrol grubunda p ve OR değeri 

 

ÇalıĢmaya dahil edilen 90 hasta ve 110 sağlıklı kontrol için değerlendirme yapıldığında; 

klinik olarak inme teĢhisi almıĢ 90 hastadan % 6.7 sinde genetik değiĢim saptanırken 

%93.3 genetik olarak bir değiĢim saptanamamıĢtır. 110 sağlıklı bireyden oluĢan kontrol 

grubunda ise bireylerin % 1.8 inde genetik bir değiĢim saptanırken %98.2 si kliniğe 

uygun Ģekilde sağlıklıdır. Sütun bazında değerlendirme yapıldığında ise değiĢim 

saptanan hastaların % 75 i hasta grubunda iken % 25‘i sağlıklı kontrol grubunda yer 

almaktadır. Sağlıklı bireylerden seçilen kontrol grubunda ise % 43.8‘i hastalıkla iliĢkili 

bulunurken % 56.3‘ü  gerçekten kontrol grubu olarak kabul edilebileceği saptanmıĢtır. 
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Uygulanan Ki-Kare analizi sonucunda PCI geni için istatistiksel olarak anlamlı bir 

farklılık bulunmamaktadır (p>0,05). Anlamlı bir farklılık tespit edilemediğinden dolayı 

Odds değerinin yorumlanması doğru değildir.  

 

7.2. Homosistinüri hastalarında CBS Gen Taramasına  ĠliĢkin Analiz 

 

Durum 

Toplam 
Ki-

Kare 
p DeğiĢim 

Bulunan 

DeğiĢim 

Bulunmayan 

Hastalık 

CBS 

Hasta 

Grubu 

N 3 7 10 

27,835 0,001* 

% 

Hastalık 
30,0 70,0 100,0 

%Durum 100,0 7,2 10,0 

Kontrol 

Grubu 

N 0 90 90 

% 

Hastalık 
0,0 100,0 100,0 

%Durum 0,0 92,8 90,0 

Toplam 

N 3 97 100 

% 

Hastalık 
3,0 97,0 100,0 

%Durum 100,0 100,0 100,0 

Homosistinürili hastalarda CBS Değeri - 

Tablo 7.2.  Homosistinüri hasta ve sağlıklı kontrol grubunda p ve OR değeri 

 

Klinik olarak homosistinüri tanısı almıĢ 10 hasta ve 90 sağlıklı kontrolde yapılan CBS 

gen taraması sonucu 3 hastada genetik bir değiĢim saptanmıĢtır. Kontrol grubunda ise 

kliniğe uygun olacak Ģekilde herhangi bir değiĢim saptanamamıĢtır. 

Uygulanan Ki-Kare analizi sonucunda istatistik olarak anlamlı bir farklılık bulunmuĢtur 

(Ki-Kare:27,835, p:0,001). Ancak varsayımlar sağlanamadığından dolayı Odds değeri 

hesaplanamamıĢtır. 
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7.3. FV- FVIII Kombine Eksikliği Hastalarında  ERGIC53 Gen Taramasına 

ĠliĢkin Analiz 

 

Durum 

Toplam 
Ki-

Kare 
p DeğiĢim 

Bulunan 

DeğiĢim 

Bulunmayan 

FVFVIIID 

ERGIC53 

Hasta 

Grubu 

N 6 10 16 

33,888 0,000* 

% Hastalık 37,5 62,5 100,0 

%Durum 100,0 10,5 15,8 

Kontrol 

Grubu 

N 0 85 85 

% Hastalık 0,0 100,0 100,0 

%Durum 0,0 89,5 84,2 

Toplam 

N 6 95 101 

% Hastalık 5,9 94,1 100,0 

%Durum 100,0 100,0 100,0 

FVFVIIID’li hastalarda  ERGIC53 Ġçin Odds Değeri - 

Tablo  7.3. FV-FVIII kombine eksikliği olan hasta ve sağlıklı kontrol grubunda p ve 

OR değeri 

 

Klinik olarak FV-FVIII kombine eksikliği tanısı almıĢ 16 hasta ve 85 sağlıklı kontrolde 

yapılan istatistiki araĢtırmada hasta grubunda olanların % 37.5 inde genetik bir değiĢim 

saptanırken %62.5 ‗inde herhangi bir değiĢim saptanamamıĢtır.  Kontrol grubunda ise 

kliniğe uygun Ģekilde bir değiĢim saptanmamıĢ olup sağlıklı olma oranı %100 dür.  

Uygulanan Ki-Kare analizi sonucunda istatistik olarak anlamlı bir farklılık bulunmuĢtur  

(Ki-Kare:33,888, p:0,000). Ancak varsayımlar sağlanamadığından dolayı Odds değeri 

hesaplanamamıĢtır.  
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7.4. Makrotrombositopeni Hastalarında MYH9 Gen Taramasına ĠliĢkin Analiz 

 

Durum 

Toplam 
Ki-

Kare 
p DeğiĢim 

Bulunan 

DeğiĢim 

Bulunmayan 

Makro 

trombositopeni 

MYH9 

Hasta  

Grubu 

N 7 18 25 

27,399 0,000* 

% 

Hastalık 
28,0 72,0 100,0 

%Durum 100,0 16,4 21,4 

Kontrol 

Grubu 

N 0 92 92 

% 

Hastalık 
0,0 100,0 100,0 

%Durum 0,0 83,6 78,6 

Toplam 

N 7 110 117 

% 

Hastalık 
6,0 94,0 100,0 

%Durum 100,0 100,0 100,0 

Makrotrombositopeni hastalarında MYH9 Ġçin Odds Değeri - 

Tablo 7.4.  Makrotrombositopeni olan hasta ve sağlıklı kontrol grubunda p ve OR 

değeri 

 

ÇalıĢmaya dahil edilen 25 hasta ve 92 sağlıklı kontrolle yapılan taramanın istatistiki 

değerlendirilmesi sonucunda hasta grubunun % 28‘ inde genetik değiĢim saptanırken, 

klinik olarak tanı konulmuĢ olmasına rağmen % 72sinde herhangi bir genetik değiĢim 

saptanamamıĢtır. Kontrol grubunda ise kliniğe uygun Ģekilde bir değiĢim saptanmamıĢ 

olup sağlıklı olma oranı % 100 dür. Uygulanan Ki-Kare analizi sonucunda MYH9 geni 

için istatistik olarak anlamlı bir farklılık bulunmuĢtur (Ki-Kare:27,399, p:0,000). Ancak 

varsayımlar sağlanamadığından dolayı Odds değeri hesaplanamamıĢtır.  
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7.5. Afibrinojenemi Hastalarında FGB Gen Taramasına  ĠliĢkin Analiz 

 

Durum 

Toplam 
Ki-

Kare 
p DeğiĢim 

Bulunan 

DeğiĢim 

Bulunmayan 

Afibrinojenemi  

FBG 

Hasta 

Grubu 

N 5 6 11 

34,494 0,000* 

% 

Hastalık 
45,5 54,5 100,0 

%Durum 83,3 6,3 10,9 

Kontrol 

Grubu 

N 1 89 90 

% 

Hastalık 
1,1 98,9 100,0 

%Durum 16,7 93,7 89,1 

Toplam 

N 6 95 101 

% 

Hastalık 
5,9 94,1 100,0 

%Durum 100,0 100,0 100,0 

Afibrinojenemi hastalarında FGB  Ġçin Odds Değeri 74,167 

 Tablo 7.5. Afibrinojenemi olan hasta ve sağlıklı kontrol grubunda p ve OR değeri 

Klinik olarak afibrinojenemi tanısı almıĢ 11 hasta ve 90 sağlıklı kontrolle yapılan FGB 

gen taraması istatistiki olarak değerlendirildiğinde hasta grubunun % 45.5‘inde genetik 

olarak bir değiĢim saptanırken, % 54.5‘i genetik olarak herhangi bir değiĢime sahip 

değildir. Kontrol grubunda ise % 1.1 inde değiĢim saptanmıĢtır. Değerler sütun bazında 

değerlendirildiğinde değiĢim bulunanların %83.3‘ü hasta grubunda iken % 16.7 si 

kontrol grubundadır. Sağlıklı kontrol olarak çalıĢmaya dahil edilen hastaların % 

6.3‘ünde herhangi bir genetik değiĢim saptanırken % 93.7 si genetik ve klinik olarak 

gerçekten sağlıklı bireylerdir. FGB gen taramasına ait uygulanan Ki-Kare analizi 

sonucunda istatistik olarak anlamlı bir farklılık bulunmuĢtur (Ki-Kare:34,494, p:0,000). 

FGB genindeki değiĢim hastalık için 74.167 kat risk getirmektedir. 
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7.6  Glanzmann Trombasteni (GT) hastalarında GpIIB  Gen Taramasına  ĠliĢkin 

Analiz 

 

 

Durum 

Toplam 
Ki-

Kare 
p DeğiĢim 

Bulunan 

DeğiĢim 

Bulunmayan 

GT 

GpIIB 

Hasta 

Grubu 

N 8 12 20 

38,824 0,000* 

% Hastalık 40,0 60,0 100,0 

%Durum 100,0 11,8 18,2 

Kontrol 

Grubu 

N 0 90 90 

% Hastalık 0,0 100,0 100,0 

%Durum 0,0 88,2 81,8 

Toplam 

N 8 102 110 

% Hastalık 7,3 92,7 100,0 

%Durum 100,0 100,0 100,0 

GT hastaları için GpIIB için Odds Değeri - 

   

Tablo 7.6. Glanzmann trombasteni sendromlu hasta ve sağlıklı kontrol grubunda p ve 

OR  değeri 

 

GT tanısı almıĢ 20 hasta ve 90 sağlıklı kontrolde yapılan GpIIB gen taraması istatistiki 

olarak değerlendirildiğinde hasta grubunun % 40ında genetik olarak bir değiĢim 

saptanırken kontrol grubunda kliniğe uygun olarak bir değiĢim saptanmamıĢtır. Sütun 

bazında sonuçlar değerlendirildiğinde değiĢim bulunanların %100 ü hasta grubunda 

iken % 11.8 i sağlıklı olarak bulunmuĢtur, kontrol grubunda ise bu oran % 88.2 dir. 

GpIIB gen taramasına ait uygulanan Ki-Kare analizi sonucunda istatistik olarak anlamlı 

bir farklılık bulunmuĢtur (Ki-Kare:38,824, p:0,000). Ancak varsayımlar 

sağlanamadığından dolayı Odds değeri hesaplanamamıĢtır.  

 

 



 116 

7.7. Glanzmann Trombastenili hastalarda GpIIIA Gen Taramasına ĠliĢkin Analiz 

 

Durum 

Toplam 
Ki-

Kare 
p DeğiĢim 

Bulunan 

DeğiĢim 

Bulunmayan 

GT 

GpIIIA 

Hasta 

Grubu 

N 1 11 12 

7,574 0,118 

% Hastalık 8,3 91,7 100,0 

%Durum 100,0 10,9 11,8 

Kontrol 

Grubu 

N 0 90 90 

% Hastalık 0,0 100,0 100,0 

%Durum 0,0 89,1 88,2 

Toplam 

N 1 101 102 

% Hastalık 1,0 99,0 100,0 

%Durum 100,0 100,0 100,0 

GT Hastalarında GpIIIA Ġçin Odds Değeri - 

 

Tablo 7.7.  Glanzmann trombasteni sendromlu hasta ve sağlıklı kontrol grubunda  

GpIIIA geni için p ve OR değeri 

 

Klinik olarak GT tanısı konulmuĢ 12 hasta ve 90 sağlıklı kontrolde yapılan analiz 

sonucu hasta grubunun % 8.3 oranla genetik değiĢim saptadığı ve %91.7 de ise herhangi 

bir değiĢim olmadığı saptanmıĢtır. GpIIIA  geni için uygulanan Ki-Kare analizi 

sonucunda istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık bulunmamaktadır (p>0,05).  
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8. TARTIġMA VE SONUÇ 

 

Günümüzde insan genetiği üzerine yapılan araĢtırmalarda üzerinde durulan baĢlıca konu  

genlerdeki mutasyonların belirlenmesi, bu mutasyonların bireyler/populasyonlar 

arasındaki farklılıklarının saptanması ve bunların olası etkileĢimlerinin belirlenmesidir. 

Genetik hastalıklar araĢtırılırken öncelikle klinik olarak bilinen hastalıkla iliĢkili geni 

tanımlanmakta ikinci etapta hasta gruplarında belirlenen gen taranarak mutasyonların 

tespiti yapılmakta ve klinikle desteklenen genetik sonuçlarla da hastalığın tedavisinde 

yol alınmaktadır. Belirlenen mutasyonlar tüm dünyada Ģimdiye dek tanımlanan bütün 

mutasyonları içeren bir veritabanı ile /Human Genome Mutation Database 

değerlendirilmekte ve farklı veritabanları kullanarak ilgili genlerin ürünlerinin yapı ve 

iĢlevleri, mutasyonun yarattığı etki incelenerek sonuçlar değerlendirilmektedir. 

 

Bu çalıĢmada Türk populasyonunda nadir görülen hematolojik hastalıklar çalıĢılmıĢtır 

ve sonuçlar yukarda belirtilen veritabanları ile birlikte 1996 yılında kurulan ‗‘Rare 

Bleeding Disorders Database‘‘ takip edilerek değerlendirilmiĢtir.  

 

Bu çalıĢmanın ilk grubunu pediatrik inme grubundaki hastalar oluĢturmaktadır. Ġnme, 

geliĢmiĢ ülkelerde ölüme neden olan hastalıklar arasında üçüncü sıradadır  ve ayrıca 

eriĢkin sakatlığının da en sık nedenlerindendir. Ġnme ile ilgili çok fazla klinik araĢtırma 

yapılmıĢ olmasına rağmen inmeye yatkınlık oluĢturan genetik faktörlerin saptanması ve 

bireye özgü tedavilerin uygulanmasına yönelik çalıĢma çok azdır.  Bu çalıĢmada 90 

pediatrik inme tanısı almıĢ çocukta PCI gen taraması yapılmıĢtır ve çalıĢma sonucunda 

2 yeni mutasyon tanımlanmıĢtır. ÇalıĢmada FV Leiden 1691 G>A mutasyonu 

bakımından heterozigot, pediatrik inme tanısı almıĢ, 5 yaĢındaki erkek çocukta bu gende 

ilk defa tanımlanan bir mutasyon tespit edilmiĢtir. Faktör V Leiden mutasyonu venöz 

tromboembolik olayların Ģimdiye kadar saptanmıĢ en yaygın genetik risk faktörüdür 

ancak bu vakada dikkat çekici olay çocuğun babasında da aynı mutasyonun tespit 

edilmiĢ olmasıdır. Çocuğun öyküsüne bakıldığında donörü babası olacak Ģekilde kemik 

iliği transplantasyonu geçirmiĢ olduğu görülmüĢtür. Çocuğun transplantasyon öncesi 

DNA‘sı PCI geninde bu mutasyon açısından tarandığında herhangi bir değiĢime 

rastlanılmamıĢtır. Bu durum transplantasyon öncesi mutasyon taĢımayan olgunun 

transplantasyon sonrası donörden (babası), hiperkoagülabiliteye yol açabilecek iki farklı 

genden mutasyon aldığını göstermiĢtir. Koagülasyon kaskadında yer alan proteinlerde 
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meydana gelen defektlerin transplantasyonla donörden alıcıya geçmiĢ olabileceği  ve  

klinik açısından bu durumun önemli olabileceği bu çalıĢmayla gösterilmiĢtir. Ayrıca 

2001 yılında Crawford ve ark.‘ları  kemik iliği transplantasyon sonrası stroke (inme) 

oluĢumu ile ilgili yaptıkları araĢtırmada inmenin meydana gelmesinin BMT (kemik iliği 

transplantasyonu) geçiren insanlarda genel populasyona göre çok daha sık olduğunu, 

çalıĢmalarına dahil ettikleri 36 hastada bu oranın %3 civarında olduğunu belirtmiĢlerdir 

(144). Bu çalıĢma; PCI geni ile pediatrik inme arasındaki olası iliĢkiyi ortaya koyan ilk 

çalıĢma olması bakımından önemlidir. 

 

Hematolojik hastalıklardan Hemofili A ve Hemofili B toplumlarda en sık görülen 

kanama hastalıklarıdır. Bunlarla beraber von Willebrand faktör hastalığı da Faktör VIII 

‗de ikincil defektle iliĢkili primer hemostaz defektidir. Ve bu  X‘ e bağlı hastalıklar tüm 

kalıtsal koagülasyon faktör eksikliklerinin % 95-97‘sini oluĢturmaktadır. Geri kalan % 

3-5 ise daha nadir görülen yaygın kalıtsal hastalıklardır. Bu grup fibrinojen, protrombin, 

FV, kombine FV+FVIII, FVII, FX, FXI ve FXIII eksikliklerini içerir ve bu hastalıklar 

otozomal resesif kalıtım göstermektedirler. Hastalıkların prevalansı Batı toplumlarında 

1/500000 veya daha az iken Ortadoğu ülkelerinde, Güney Hindistan gibi akraba 

evliliklerinin çok olduğu toplumlarda 10 ila 20 kat fazladır. Yapılan araĢtırmalar 

değerlendirildiğinde tüm dünyada FXI ve FVIII %37 ve % 23 oranla en sık görülen 

nadir hematolojik hastalıklar iken bunları sırasıyla %10 ile FV ve fibrinojen eksikliği, % 

9 ile FX eksikliği, % 6 ile FXIII eksikliği, %3 ile kombine FV+FVIII eksikliği ve % 2 

ile  FII eksikliği takip etmektedir.  Ġlk defa 1954‘de tanımlanan orta derecede 

kanamalara yol açan bir hastalık olan Faktör V ve Faktör VIII kombine eksikliği 

(F5F8D) milyonda bir görülür ve otozomal resesif geçiĢ gösterir. Bu hastalığın kadın ve 

erkeklerde görülme sıklığı eĢittir. Akraba evliliklerinin daha çok görüldüğü Ortadoğu 

ülkelerinde prevalansı yüksektir. ġimdiye kadar dünyada 60 ailede 100 den daha az 

insanda ortaya çıkan bu hastalık burun kanamaları, doğum sonrası ve cerrahi 

müdahaleler sonrası kanamalar, vücutta kolay morarmaya neden olan semptomlara 

sahiptir. 

Homosistein,  diyetle alınan ve endojen proteinlerden sentezlenen, hem protein sentezi 

hem de  S-Adenozilmetiyoninin (SAM) oluĢmasını sağlayan madde olan metiyoninden 

metabolize olan thiol‘lü esansiyel bir aminoasittir. Homosistein düzeyinin dengelenmesi 

ise remetilasyon yoluyla yapılabildiği gibi CBS enziminin görev aldığı transsülfürasyon 

yolu ile de sağlanmaktadır. CBS enziminin katalizlediği reaksiyonla homosistein 
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sisteine indirgenir. CBS aktivitesinin azalmasıyla iliĢkili olan bir grup çalıĢma 

konumuzu oluĢturan Mudd ve ark.‘ları tarafından 1995 de ortaya koyulan 

homosisteinüridir.  

 

Homosisteinürinin prevalansı 1/200000- 1/335000 olarak rapor edilmiĢtir. Ülkelere göre 

prevalanslara bakıldğında 2010 yılında Katarda yapılan araĢtırmada 1:18000, 1995 de 

Ġrlanda da yapılan araĢtırmada 1:1800, 2001 de Almanyada 1:17800 ve  2004‘de 

Norveçte yapılan araĢtırmada ise 1:16400 olarak belirtilmiĢtir.   

 

CBS geninde en sık görülen mutasyonlardan biri enzimin 7. intronunun 3‘ ucu ve 8. 

ekzonunun 5‘ ucu arasında olan 68 bç‘lik bir insersiyon (844ins68)dur. Akar ve ark. 

(1998) tromboz oluĢturma riskleri için CBS 844ins68 ve MTHFR 677CT 

mutasyonlarına Türk toplumunda araĢtırmıĢlardır. Tromboz oluĢumu için 

MTHFR677CT‘nin ve CBS 844ins68‘in bazı koĢullarda bir risk faktörü olduğunu 

göstermiĢlerdir (143). Grossmann ve ark. (2002) yaptığı çalıĢmada CBS 844ins68‘in ve 

MTFHR 677CT mutasyonunun derin ven hastaları için bir risk faktörü olmadığını 

saptamıĢlardır. Kondrad ve ark. (2004) sigara, hipertansiyon, düĢük B12 seviyesi ya da 

folat seviyesindeki eksikliğinin homosistein seviyesini etkilediğini ortaya koymuĢlar ve 

CBS 844ins68 mutasyonuyla homosistein seviyeleri arasında bir korelasyon 

kuramamıĢlardır.  Dilley ve ark‘ları 2001 yılında yaptıkları çalıĢmada miyokard 

enfaktüslü hastalarda CBS 844ins64 mutasyonunun bir risk faktörü olmadığı 

bulunmuĢtur (Dilley ve ark. 2001). Zhang ve Dai‘nin (2001) yaptıkları çalıĢmada 

mutasyonun enzim aktivitesini etkileyerek homosistein düzeyini azalttığını ve vasküler 

tromboembolik hastalıklara karĢı koruyucu bir etkisi olduğunu saptamıĢlardır (144).  

Akar ve ark‘larının 2008 yılında yaptıkları çalıĢmada homosistein düzeyi ve CBS 

844ins64 mutasyonu arasında anlamlı bir istatistiki değer elde edilemeyerek 

mutasyonun herhangi bir etkisi olmadığı görülmüĢtür. 844ins68 ile birlikte CBS 

geninde en sık görülen mutasyonlardan bir diğeri de 833 T>C missense mutasyonudur. 

Bilindiği gibi homosisteinin sisteine metabolize olduğu major organlardan biri 

karaciğerdir. Barouki ve ark.‘larının 2009‘da yaptıkları çalıĢmada insanda karaciğerde 

CBS mRNA sının 833T>C ve 844-845ins68 ile iliĢkili olduğunu ortaya koymuĢlardır 

(145). 
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2013 yılında CBS üzerine yapılan bir araĢtırmada ise CBS in kristalize yapısı üzerinde 

inceleme yapılmıĢ, CBS in S-adenozilmetiyonin (SAM) için iki bağlanma bölgesi 

içerdiği, CBS aktivasyonunun regülasyonunun ve stabilitesinin SAM tarafından 

sağlandığını gösterilmiĢtir. Genetik hastalıklarda proteinlere ligandların etkisi 

araĢtırılarak yeni farmakolojik stratejilerin geliĢtirilmesi amaçlanmıĢtır.  

 

Bu çalıĢmada CBS geninde ilk defa tanımlanan 110 bç‘lik insersiyon gende daha önce 

aynı bölgede tanımlanan 844ins68 mutasyonu ile referans diziyle karĢılaĢtırıldğında 

dizilerin birbiri üzerine çakıĢmadığı görülmüĢtür. 844ins68‘in homosistein 

metabolizmasına olan etkisi bilinmektedir. ÇalıĢmada saptanan 110 bç‘lik insersiyon 

homosistein düzeyi ile iliĢkili hastalıklarda önemli olabilir. 

 

PıhtılaĢma sisteminde fibrin oluĢumunun öncüsü olan fibrinojenin eksikliğiyle 

karakterize olan nadir görülen hastalıklardan afibrinojenemi hastalarında saptanan 

kanamalar hemofili hastalarına oranla daha az Ģiddetli olmaktadır. Bu durumun 

trombositlerde normal düzeylerde olan GpIIB –IIIA reseptörlerinin von Willebrand 

faktör tarafından bağlanarak agregasyona katkıda bulunduğu böylece kanamanın daha 

az Ģiddetli olduğu sanılmaktadır.  Hastalığın yaklaĢık %20‘sinde çeĢitli genetik 

mutasyonlar tanımlanmıĢtır. ġimdiye kadar tanımlanan mutasyonlardan en sık görüleni 

missense mutasyonlardır ve bunlar A44C, G45C,A74C, A98T, A190S, A196C, L202G, 

A285C, T296T, G377A, L383A, G430A, G444S, T467T, T492L mutasyonları,  

literatürde splice mutasyon olarak 3 mutasyon tanımlanmıĢtır bunlar IVS1 as -600 A>G, 

IVS6 ds +13 C>T ve IVS7 ds +1 G>T mutasyonlarıdır. Bu çalıĢmada tanımlanan 

mutasyonlar ise literatürde daha önce tanımlanmamıĢ olup bu çalıĢmada ilk defa 

saptanmıĢ mutasyonlardır. Gende 4.ekzonda 644. nükleotitte meydana gelen değiĢim 

molekülün aminoasit dizilimini değiĢtirmeyip aynı aminoasiti kodladığı için hastalığa 

neden olabilecek değiĢim olarak  düĢünülmemektedir.  

FV-FVIII kombine eksikliği çoğunlukla akraba evliliği öyküsü olan ailelerin 

çocuklarında ortaya çıkan nadir görülen bir hematolojik hastalık olup yapılan 

araĢtırmalarda Orta Doğu, Güney Amerika, Avrupa ve Uzak Doğuda bir çok ülkede 

hastalığın varlığının yüksek olduğu saptanmıĢtır. En yüksek prevalansı  Ġsrail‘de 

yaĢayan Ġspanyol ve Portekiz kökenli Yahudiler göstermiĢtir. Yapılan genetik 

analizlerde Ģimdiye kadar tanımlanan 33 mutasyon tespit edilmiĢtir. Bu mutasyonlardan 

10 unu missense ve nonsense mutasyonlar oluĢturmaktadır. Bunlar M1T, T67S, G114X, 
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A202X, L302T, G317X, G380X, A456X, C475A  Ģeklinde literatüre geçmiĢtir.  Bu 

çalıĢmada bulunan mutasyonlar ise Türk populasyonunda ilk defa tanımlanmıĢ olup 

bunlar 1233delT, R202X, M354A mutasyonları ile literatürde daha önce tanımlanan 

intronik değiĢimler olan 1570 C>T değiĢimi ve 764-86 A>G değiĢimleridir.  FV-FVIII 

kombine eksikliği otozomal resesif  kalıtım gösteren bir hastalık olmasına rağmen bu 

çalıĢmada bulunan R202X/1233delT mutasyonları ile hastalığın compound (ikili)  

heterozigot kalıtıma sahip olabileceği de gösterilmiĢtir. Compound heterozigotlukta 

anne ve baba farklı mutasyon taĢıyıcıları olup bu mutasyonların çocuklarında biraraya 

gelme durumu sözkonusudur ve bu çalıĢmada da ilk defa bu durum gösterilmiĢtir. 

 

FV-FVIII kombine eksikliği ile ilgili MCFD2 gen taramasında ise herhangi bir değiĢim 

saptanamamıĢtır. 

 

Dev trombosit sendromu otozomal dominant kalıtım gösteren az sayıda kanama ve 

nötrofilik inklüzyon cisimciklerinin varlığı ile karakterize olan nadir görülen 

hematolojik bir hastalıktır. MYH9 geninde meydana gelen tekli aminoasit 

mutasyonlarının çok sayıda doku ve organda bozukluğa yolaçtığı bilinmektedir. 

NHMCIIA ailesinden olan MYH9 geninde tanımlanmıĢ mutasyonların aralığı 

93.kodonda Arjininden (Arg
93

) baĢlayıp 1933. kodonda Asparajin aminoasidi (Asp
1933

) 

ile sonlanmaktadır. MYH9 geninde Ģimdiye dek tanımlanan 45 mutasyondan 8 tanesi bu 

çalıĢmayla iliĢkili olan dev trombosit sendromlu hastalarda tanımlanmıĢtır. HGMD 

verilerine göre bu mutasyonlar A95T, A95A, A1165L, A1424T, I1816V, 75delG,  

1204delC, 1942delT  Ģeklindedir. Tabloda görüldüğü gibi bu çalıĢmada bulunan 

mutasyonların hepsi literatürde daha önce belirtilmemiĢ olup ilk defa bu araĢtırma ile 

ortaya konulmuĢtur. Bulunan mutasyonlardan iki tanesi aynı ekzon üzerinde 6 nükleotit 

arayla ‗‘iki yeni mutasyon birlikteliği‘‘ Ģeklinde meydana gelmiĢtir. Bulunan 

mutasyonların dıĢında literatürde daha önce tanımlanmıĢ olan  bir polimorfizm de yine 

bu çalıĢmada gösterilmiĢtir.  

 

MYH9 üzerine yapılan çalıĢmalarda elde edilen verilerle mutasyonlar için iki olası 

mekanizma belirlenmiĢtir. Bunlardan birisi MYH9 geninin dahil olduğu NHMCIIA 

sınıfında ağır zincirlerden birinin kararsız olduğundan dolayı degrade edildiği böylece 

hematolojik belirtilerin ortaya çıktığı, diğer bir düĢünce ise dominant aktiviteye sahip 

olan mutant ağır zincirlerin yabanıl tip ağır zincirin fonksiyonunu inhibe ettiğidir.  
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ÇalıĢma grubunu oluĢturan bir diğer hastalık olan Glanzmann Trombastenisi (GT) 

klinik olarak çocuk veya erken dönemde cilt ve mukozadaki kanamalarla teĢhis konulan 

bir hastalıktır ve uzun süreli kanama zamanına sahiptir. ADP, epinefrin, trombin ve 

kollajen gibi fizyolojik agonistlere karĢı trombositlerin agregasyonunda baĢarısızlıkla 

karakterizedir. Bu otozomal resesif kalıtıma sahip nadir görülen hastalık GpIIB- GpIIIA 

kompleksinde kalitatif veya kantitatif defektle oluĢmaktadır. GT ile ilgili yapılan 

araĢtırmalarda hastalığın görülme sıklığının  Ġran, Hindistan ve Ortadoğu ülkeleri gibi 

akraba evliliklerinin çok olduğu ülkelerde arttığı belirtilmiĢtir. Konuyla ilgili en 

kapsamlı araĢtırma 2004 yılında Toogeh ve ark.ları tarafından  yapılmıĢtır ve bu 

çalıĢmada Ġran‘dan 382 trombastani olgusunu yayınlamıĢlardır. Bu çalıĢmada, hastalara 

ait akrabalık iliĢkisi % 87 olarak belirtilmektedir. 2006 yılında yapılan baĢka bir 

çalıĢmada Ürdün için 1:81.000, Ġsrail için 1:143.000, Ġran için 1:170.000 görülme sıklığı 

ortaya konulmuĢtur. Ülkemizde ise genellikle GT kliniği üzerine araĢtırmalar yapılmıĢ 

olup genotip çalıĢmaları çok nadirdir. HGMD verilerine göre ülkemizden tanımlanan 

literatüre geçen herhangi bir mutasyon bulunmamaktadır. GpIIB geninde Ģimdiye dek 

127 mutasyon tanımlanmıĢtır bu mutasyonlardan en sık görülenleri L86P, G267Z, 

I458M, L830R ve IVS19 ds +1 G>A mutasyonlarıdır. Ülkemizde yapılan nadir 

çalıĢmalardan biri olan bu araĢtırmada literatürde daha önce tanımlanmamıĢ ilk defa bu 

çalıĢmayla 4 yeni mutasyon belirtilmiĢtir (Çizelge 7.4) 

 

GT hastalarında GpIIB ile iliĢkili olan GpIIIA gen taramasında ilk tanımlanan mutasyon 

1992 yılında Chen ve ark‘ları tarafından tanımlanan 2259. nükleotitte T>C‘e meydana 

gelen Ser752Pro mutasyonudur. GpIIIA ile GT arasındaki iliĢki ortaya koyulduktan 

sonra yapılan çalıĢmalarla günümüze dek gende 92 mutasyon tanımlanmıĢtır. Bu 

çalıĢmada Türklere özgü HGMD de daha önce tanımlanmamıĢ GpIIIA geninde 1, 

GpIIB geninde ise 4 yeni mutasyonun ortaya konması ileride yapılacak olan çalıĢmalara 

yararlı olması açısından önem arzetmektedir.    

 

ÇalıĢma sonucunda bulduğumuz değiĢimler aĢağıdaki çizelgelerde özetlenmiĢtir. 
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 FGB geninde; 

Çizelge 8.1. Afibrinojenemi hastalarında FGB geninde bu çalıĢmada tanımlanan  

mutasyonlar 

Hasta  Ekzon DeğiĢim Mutasyon tipi Protein 

N.T. Ekzon 3 c. 469 G>A Missense mutasyon A136T 

M.T Ekzon 4 c. 617 T>S Missense mutasyon L189P 

Y.D. Ekzon 4 c. 644 S>T Nonsense mutasyon L196L 

 

 

ERGIC-53 (LMAN1) geninde;  

Çizelge 8.2.  FV-FVIII kombine eksikliği olan hastalarda ERGIC-53 geninde bu 

çalıĢmada tanımlanan mutasyonlar 

 

Hasta Ekzon DeğiĢim Mutasyon Tipi Protein 

R.G. Ekzon 4 c.1233delT Delesyon G157W 

B.G Ekzon 9 c. G>A Nonsense Mutasyon R202X 

B.G. Ekzon 9 c. 1088 T>G Missense Mutasyon M354A 

 

 

MYH9 geninde;. 

 

Çizelge 8.3. Makrotrombositopeni hastalarında MYH9 geninde bu çalıĢmada 

tanımlanan mutasyonlar 

 

Hasta Ekzon DeğiĢim Mutasyon Tipi Protein 

S.Y. Ekzon 1 c.197G>S Missense mutasyon L64A 

Ö.M.T. Ekzon 1 c.286 T>G Missense mutasyon S96A 

Y.Y. Ekzon 25 c.3814T>G Missense mutasyon S1195A 

M.H.C. Ekzon 26 c.3756 C>A Missense mutasyon L1176M 

M.H.C. Ekzon 26 c.3762 G>A Missense mutasyon E1182K 
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GpIIB (ITGA2B) geninde; 

Çizelge 8.4. GT hastalarında GpIIB geninde bu çalıĢmada tanımlanan mutasyonlar 

 

Hasta Ekzon DeğiĢim Mutasyon Tipi Protein 

V.Ç. Ekzon 4 c.  468 T>G Missense mutasyon V147G 

R.Ç. Ekzon 4 c.  507 T>G Missense mutasyon G159V 

S.B. Ekzon 13 c. 1277 T>A Missense mutasyon S415R 

D.K. Ekzon 13 c. 1291 G>T Missense mutasyon V420L 

M.D. Ekzon 13 c. 1378 T>G Missense mutasyon P448T 

R.Ç. Ekzon 19 c. 1921 A>G Missense mutasyon T646A 

Koagülasyon yolağında önemli rollere sahip olan pıhtılaĢma faktörlerinin eksikliği 

sonucu meydana gelen hastalıkların ilgili genlerde taranması ile mutasyon tiplerinin 

saptanması, fenotip/ genotip iliĢkisinin ortaya konması  tedavi yaklaĢımlarında yol 

gösterici olmaktadır. Bu çalıĢmada nadir görülen hematolojik hastalıklarda genetik 

tarama yapılarak daha önce Türk popülasyonunda tanımlanmayan mutasyonlar ortaya 

konulmuĢ ve hastalar için tedavi sürecinde yol gösterici olmuĢtur. Bu nedenle klinik tanı 

ile birlikte  hematolojik hastalıkların genetiğinin aydınlatılması hastaların tedavisinde 

önemarzetmektedir.
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